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El metilmercurio (MeHg) es uno de los compuestos de mercurio más tóxicos
presente en el medioambiente. Desde los años setenta se sabe que el 99% de las
especies de mercurio en el plasma sanguíneo son capaces de unirse a los grupos tioles
de las proteínas pudiendo así transportarse desde la sangre a diversos  órganos. La
acumulación de MeHg en el riñón y el hígado es capaz de inducir cambios patológicos
en ambos órganos.
El mecanismo por el cual el MeHg ejerce su toxicidad no está bien definido. Por
este motivo uno de los objetivos de la presente Tesis es la evaluación de la toxicidad
ejercida por el MeHg mediante en el empleo de técnicas de biología molecular y
estrategias de proteómica cuantitativa(SILAC y iTRAQ).
Por otro lado, el selenio es un micronutriente esencial que forma parte de
algunas enzimas (glutation peroxidasa y 1-iodotironia 5-deiodinasa). Además, hay
evidencias de que algunos de los compuestos de selenio (Se-metilselenocisteína en
particular) son capaces de actuar frente a diversos tipos de cáncer. Otra característica
adicional a destacar de los compuestos de selenio es la capacidad de reducir los 
efectos tóxicos de los compuestos de mercurio. Para tener un conocimiento más
profundo de los hechos anteriormente mencionados, en la presente Tesis se han
realizado estudios in vitro enfocados hacia la evaluación del papel del selenio como
agente antioxidante y protector de los efectos tóxicos causados por el metilmercurio
en células de hepatoma humano (Hep G2).
La última parte de esta Tesis está relacionada con la bioacumulación de mercurio
y selenio, y su evaluación mediante el empleo de larvas del pez cebra como posible
modelo alternativo para ensayos de bioconcentración. El conocimiento de los factores
de bioconcentración/bioacumulación de las sustancias químicas, tanto en animales 
como en personas, es un tema de vital importancia ya que dependiendo de sus
características puede conllevar graves riesgos para la salud. Desafortunadamente,
existen pocos datos disponibles sobre la bioacumulación de las sustancias químicas, y
la generación de nuevos datos empleando el test OECD TG 305 (test para la
determinación de la bioconcentración de las sustancias químicas en peces) requiere de
mucho tiempo, elevado coste y necesita un número elevado de peces adultos. Como 
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alternativa al test OECD TG 305, en la presente Tesis se ha evaluado el empleo de
larvas de pez cebra, las cuales se han utilizado ampliamente tanto en ecotoxicología
como en toxicología humana, como posible modelo para conocer los factores de
bioconcentración de ciertas especies. Las larvas del pez cebra presentan la ventaja de
no ser consideradas animal de laboratorio por la Directiva de la UE 86/609 / CEE
relativa a la protección de los animales utilizados para la investigación experimental y
otros objetivos científicos. Poseen una composición genética muy similar a la humana
y permiten realizar los ensayos en menor tiempo y con mucho menor costo que el
empleo de peces adultos.
Los dos compuestos evaluados  en los estudios de bioacumulación en la presente
memoria han sido el MeHg y el selenito sódico. El MeHg se seleccionó debido a su
carácter lipofílico, a su capacidad de acumulación en los tejidos de los peces y a su
capacidad de biomagnificarse a lo largo de la cadena trófica. El selenito posee
propiedades tóxicas a altas concentraciones, de hecho hay evidencias de que elevados
niveles de selenio en sistemas acuáticos ha llegado a causar la eliminación de
comunidades de peces.
Los factores de bioconcentración para estos compuestos fueron calculados
empleando las larvas de pez cebra como modelo y los resultados se compararon con
datos ya publicados para comprobar la idoneidad del método utilizado con larvas.
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Methylmercury (MeHg) is the most important form of mercury in terms of 
toxicity from environmental exposure making it a persistent health concern. It has
been known since at least the early 1970s that 99% of mercury species circulating in
blood plasma are bound to protein bound thiol groups and it was speculated that this
is the mechanism of transport of mercury into organs. Severe MeHg accumulation in
the kidney and the liver induces pathological changes in these organs.
MeHg has been suggested to exert toxicity through multiple mechanisms but the
precise biochemical machinery by which MeHg induces cytotoxicity has not been fully
defined, therefore, one of the objectives of this thesis was the evaluation of
biomolecular mechanisms of MeHg-Induced toxicity through molecular biology
techniques and proteomic strategies (SILAC and iTRAQ). 
On the other hand, selenium is an essential micronutrient for humans and also a
constituent of enzymes (such as glutathione peroxidase and 1-iodothyronine 5-
deiodinase). In addition, it is recognised that Se-compounds - particularly Se-
Methylselenocysteine (Se-MeCys) - provide protection against various forms of cancer.
Furthermore, interactions between Mercury and Selenium are arousing high interest
because a protective function of Se against toxic effects caused by mercury has been
reported. To prove all the facts mentioned above and to get a deeper knowledge of
the protection properties of selenocompounds, the current thesis presents an in-vitro
study were the protective effect of selenium against oxidative stress and toxic effects
caused by methylmercury in human hepatocytes (Hep G2) were evaluated. 
The last topic presented in this thesis is related with bioaccumulation and the
validation as an alternative method for bioconcentration assays. Bioaccumulation of
certain chemicals in wildlife and human tissues is becoming an important public
concern as it can be the cause of important health problems. Limited bioaccumulation
data is available for many chemicals and generation of new data using the OECD TG
305 standard (bioconcentration test, which describes a procedure for characterising
the bioconcentration potential of substances in fish) is very time consuming, costly and
requires considerable animal use. As an alternative to the OECD TG 305, zebrafish
larvae were studied as they are considered an excellent alternative model for
10 
   
 
        
        
 
       
            
        
         
         
     
      
    
    
      
         




toxicological assessment beause it represents the complex dynamic, interactive and
multi-organ environment that occurs in vivo in the context of a complete organism
that is not considered a laboratory animal by the Directive 86/609/EEC.
One of the chemicals used in the bioaccumulation studies was MeHg. The
reason for choosing a mercury compound for these experimenrs is due to the fact that
it has been shown to be a persistent pollutant ocurring in a variety of forms in
freshwater and marine ecosystems. Moreover, mercury tends to accumulate in fish
tissue, particulary, in the form of methylmercury (MeHg), because of its lipophilicity,
methylmercury accumulates throughout the food chain can be biomagnified through
every step of the food chain up to humans.The other element choosen was selenium
(in the form of Se (IV)) as this element  also has toxic properties at high concentrations,
in fact, there is evidence that it can be responsible for reproductive failure in ﬁsh.
The biocentration factors for these two compounds were estimated using the
zebra fish larvae model and the results compared with others already published to
prove the suitability of this alternative model.
11 
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La toxicidad del mercurio y en especial de las formas metiladas es, en la
actualidad, bien conocida. Por este motivo, la primera parte de la presente Tesis
Doctoral pretende evaluar la toxicidad del metilmercurio desde diferentes puntos de
vista:
- Se llevarán a cabo estudios in vitro en los que las células serán incubadas con
MeHg para así poder evaluar su efecto sobre diversos parámetros bioquímicos. 
- Se utilizarán técnicas de proteómica cuantitativa (SILAC y iTRAQ) con el objetivo
de obtener información sobre las proteínas afectadas por el efecto de la exposición a
metilmercurio.
-Se usarán larvas de pez cebra para determinar los factores de bioacumulación
de MeHg y al mismo tiempo evaluar su idoneidad como modelo alternativo en los
ensayos de bioacumulación. Para ello, se desarrollarán metodologías analíticas para la
determinación de mercurio en las larvas expuestas. 
La segunda parte de esta Tesis Doctoral se centrará en el papel que tiene el
selenio como antioxidante y en la interacción del selenio con el mercurio. Los objetivos
que se pretenden son:
- Evaluar la protección ejercida por la especie
selenometilselenocisteina(SeMeSeCys) mediante la evaluación de diversos
parámetros bioquímicos. Para ello se llevarán a cabo estudios in vitro en los
que se someterán las células a un estrés con una sustancia oxidante, el tert-
butil hidroperóxido. 
- Estudiarlas posibles biotransformaciones de la SeMeSeCys dentro de la célula
durante el proceso de protección antioxidativa. Con este fin se llevarán a cabo
estudios de especiación mediante el acoplamiento HPLC-ICP-MS.
- Obtener información de los mecanismos de protección del selenio frente al
mercurio tras someter cultivos celulares al efecto de selenio y mercurio de
forma conjunta.
13 
   
 
 








          
       
      
      
       
    
     
 
      
        
      
        
     
         
               
    
      
       
         
       
        
         
 
         





1.1 CARACTERÍSTICAS FÍSICO-QUÍMICAS DEL SELENIO 
El selenio (del griego σελήνιον, resplandor de la Luna) fue descubierto en 1817
por Jöns Jacob Berzelius. Al visitar la fábrica de ácido sulfúrico de Gripsholm observó
un líquido pardo rojizo que calentado al soplete desprendía un olor fétido que se
consideraba entonces característico y exclusivo del teluro —de hecho su nombre
deriva de su relación con este elemento ya que telurio proviene del latín Tellus, la
Tierra— resultando de sus investigaciones el descubrimiento del Selenio. Más tarde, el
avance de las técnicas de análisis permitió detectar su presencia en distintos minerales
pero siempre en cantidades extraordinariamente pequeñas1.
Su historia reciente ha demostrado que pocas veces el nombre de un elemento
ha sido tan bien elegido ya que, así como el cuerpo celeste que le dio nombre, el
elemento nos muestra dos caras: una oscura, la otra brillante. Por un lado es un tóxico
poderoso, por el otro se ha revelado como uno de los elementos traza esenciales, sin
cuya participación en nuestros procesos metabólicos, no podríamos sobrevivir. El
Selenio pertenece al grupo VIA, actualmente grupo 16, de la Tabla Periódica situado
entre el Azufre y el Teluro, y en el periodo 4 entre el Arsénico y el Bromo. La
configuración electrónica y su posición en la Tabla Periódica, hacen que sus 
propiedades físico-químicas sean intermedias entre los metales y los no-metales.
Posee una configuración electrónica externa 3d104s24p4 y puede presentar cuatro 
estados de oxidación: (-II), 0, (IV) y (VI). Con el estado de oxidación (-II), presenta su
química de no metal con el hidrógeno y con elementos metálicos, dando lugar a sales
insolubles en suelos. Por otro lado, da lugar a la mayoría de las especies orgánicas
(organometálicos), formando compuestos metilados. 
El estado de oxidación (0) corresponde al selenio elemental, presente en la
naturaleza bajo diferentes formas alotrópicas:
- El selenio rojo, que puede aparecer como sólido amorfo de estructura vítrea, o




        
      
 
     
       
 
        
     
      
     
      
     
     
 
        
 
      
        
         
        












- El selenio gris o metálico, de geometría hexagonal, es considerado la forma más
estable de este elemento3. 
- El selenio negro, posee estructura vítrea, y es la forma comercial ordinaria del
metal3.
Los estados de oxidación (IV) y (VI) dan lugar a compuestos inorgánicos como 
haluros (SeF4, SeF6), óxidos (SeO2, SeO3) y ácidos (H2SeO3, H2SeO4). Muchas oxisales
(selenitos y seleniatos) son solubles en agua4 
A pesar de la similitud entre el selenio y el azufre en sus propiedades físicas y
químicas, tanto en sus formas elementales como en muchos de sus compuestos, el 
Selenio y el Azufre no pueden sustituirse mutuamente in vivo. Una posible razón para
ello tal vez deba buscarse en el diferente comportamiento redox de sus estados de
oxidación más importantes. Así, mientras el Azufre (VI) en el SO42-tiende a oxidarse5, el 
Selenio (VI) en el SeO42-tiende a reducirse, una tendencia que también puede
observarse en los seres vivos, en los que los compuestos de Selenio tienden
usualmente a reducirse. 
Por otra parte, a pesar de que los oxoácidos de ambos elementos tienen
estructuras y constantes de acidez similares, el H2Se es un ácido mucho más fuerte que
el H2S. Esta diferencia es, seguramente muy importante en el comportamiento
biológico de los restos –SH y –SeH, presentes en residuos de aminoácidos y proteínas.
Debido a la diferencia entre sus valores de pK (pK –SeH= 5,25; pK –SH= 8,25), a pH
fisiológico el grupo SH de la cisteína y de otros tioles permanece, esencialmente, en
forma protonada, mientras que el grupo SeH de la selenocisteína y de otros selenoles
estará, fundamentalmente, en forma disociada5
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Existen seis isótopos estables del Selenio:
74Se (0,87 %), 76Se (9,02 %), 77Se (7,58 %), 78Se (23,52%), 80Se (49,82%), 82Se (9,19
%). 
También existen tres isótopos de corta vida empleados en técnicas radiológicas y
en activación neutrónica:
75Se, 77mSe y 82mSe6.
1.2 CICLO BIOGEOQUÍMICO DEL SELENIO
Para conocer el comportamiento del Selenio en el medioambiente es necesario 
estudiar las biotransformaciones que conforman su ciclo biogeoquímico, lo que implica
conocer su disponibilidad geológica y sus propiedades químicas, así como la actividad
biológica de los organismos que utilizan este elemento. 
Su ciclo biogeoquímico es análogo en algunos aspectos al del azufre (S)7. 
El pH y las condiciones redox del medio juegan un papel importante en la
especiación del Se (Ver Figura 1). Otros factores importantes de los que depende su
concentración, transformación, movilidad y acumulación en un ambiente dado, son la
temperatura, la presencia de otros compuestos inorgánicos, así como la actividad






      
    
    
      
 
          
       
       
     
       
     
      
 
   
      




Figura 1. Diagrama E-pH del selenio en concentración 0,01M
Los seleniatos son muy solubles en agua, siendo este anión predominante en la
disolución de los suelos básicos bien drenados. Los selenitos son menos solubles y
además el selenito posee una elevada afinidad por las superficies reactivas de oxi-
hidróxidos de hierro y aluminio, siendo adsorbido mediante un mecanismo de
intercambio de ligandos9 
Por otro lado, el selenio elemental, Se0, es muy insoluble en agua y tiene una
cinética de reacción extremadamente lenta, por lo que su presencia en medios
oxidantes es frecuente a pesar de ser termodinámicamente inestable en ellos10. Los
selenuros puedan hallarse formando sales con metales en yacimientos de sulfuros
metálicos, todas ellas muy insolubles10mientras que en suelos también se pueden
encontrar como compuestos orgánicos, algunos de ellos en disolución. Finalmente, las
formas volátiles del Se más comunes son dimetilselenuros (DMSe; [CH3]2Se) y
dimetildiselenuros (DMDSe; [CH3]2Se2) con una toxicidad demostrada en ratas de entre
500 a 700 veces menor que la de los oxianiones SeO42- y SeO32-11.
Las plantas absorben e incorporan Se en su biomasa, aunque su tolerancia y




      
       
         
         
     
     
        
      
   
       
       
     
    
   
  
     
        
       
    
       
        
   
     
         
     





La concentración de Se en tejidos de plantas acumuladoras de este elemento,
(p.e. Astragalus, Machaeranthera, Haplopappus, y Stanleya) puede ser de hasta varios
miles de mg kg-1, mientras que las no acumuladoras, entre ellas la mayoría de plantas
de cultivo, raramente alcanzan valores superiores a 50 mg Se kg-1, aún creciendo en
suelos con elevados contenidos en Se13,14.La absorción de Se tiene lugar
preferentemente en forma de SeO42-. Este anión entra en los tejidos vegetales a través
de las sulfotransferasas, incapaces de discriminar entre ambos oxianiones, e interfiere
en reacciones bioquímicas esenciales de las plantas al sustituir al S e incorporarse a
aminoácidos proteicos para formar selenocisteína y selenometionina12,15. En el caso de
las plantas acumuladoras de Se, éste se incorpora a aminoácidos no proteicos por lo
que no interfiere en el metabolismo de las mismas12. La capacidad de las plantas de
volatilizar este elemento varía según sean o no acumuladoras de Se. Mientras las
plantas acumuladoras producen DMDSe, las no acumuladoras volatilizan Se en forma
de DMSe16. 
Las transformaciones microbianas del Se pueden afectar a su biodisponibilidad
respecto a plantas y animales17,18. Bacterias anaeróbicas o facultativas pueden utilizar
SeO42- como aceptor final de electrones en su respiración (reducción disimilatoria) y de
esta forma reducirlo a SeO32- y, en último término, a Se (0)19. Asimismo, también se ha
observado la reducción microbiana de SeO42- a SeO32- y finalmente a Se(0) en procesos 
no relacionados con la respiración20,21, posiblemente como mecanismos de
detoxificación18. Los microorganismos son capaces de volatilizar Se a DMSe y DMDSe
para lo que necesitan reducir previamente de forma asimilatoria el Se presente en el
medio externo a seleniuro orgánico18. Al parecer, el proceso de metilación microbiana
del Se tendría una función detoxificadora22. 
La transferencia de selenio desde el medioambiente al hombre y animales 
procede principalmente de dos vías: inhalación e ingestión. La incorporación de este
elemento a través del aire es muy baja, proporcionando una concentración de
aproximadamente 0,02 ng/g, mientras que por la ingestión de aguas y alimentos este
nivel asciende  a 0,1 µg/g23. Los mayores aportes de selenio en el hombre proceden del
consumo de vegetales, pescados y mariscos.
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El ciclo biogeoquímico del selenio aparece esquematizado en la Figura 2,
adaptada de Potin-Gautier y col8. 
Figura 2. Ciclo biogeoquímico del selenio
1.3 ESENCIALIDAD Y TOXICIDAD DEL SELENIO
El interés en la investigación del selenio ha aumentado considerablemente24 a 
partir del descubrimiento de su carácter esencial en 1957 como elemento traza
esencial en la prevención de la necrosis del hígado en animales deficientes en vitamina
E26. 
El selenio fue identificado en 1973 como un importante componente de la
glutation peroxidasa (GPx), se trata de un tetrámero con cuatro átomos de selenio por
molécula. GPx forma parte del mecanismo de defensa intracelular contra el daño
oxidativo25. 
En los años 80 se descubrieron otras selenoproteínas que indican que el
selenio, aparte de tener un papel en la actividad antioxidante también está implicado




    
 
       
          
    
        
           
     





      
 
  
     
 
        
      
     
        
    
     
      
  
    
        




Todas las selenoproteínas de mamíferos contienen selenio en forma del seleno-
aminoácido selenocisteína (SeCys) el cual está codificado por el triplete UGA27. 
Las selenoproteínas se pueden dividir en 2 grupos dependiendo de la
localización en que se encuentre la SeCys. El grupo I es el más abundante e incluye las
proteínas donde la SeCys está localizada en la posición N-terminal. A este grupo 
pertenecen las isoformas de la GPx, la selenoproteína P y la selenoproteína W. El
grupo II se caracteriza por la presencia de SeCys en la posición C-terminal y este
incluye la tiorredoxina reductasa27. A continuación se describen las funciones
esenciales de algunas de las selenoproteínas más importantes y que aparecen 
resumidas en la Tabla 2:
Glutation peroxidasa (GPx)
La enzima glutation peroxidasa engloba a una familia de múltiples isoenzimas
que catalizan la reducción de H2O2 o hidroperóxidos a agua y a los correspondientes
alcoholes usando glutation reducido (GSH) como sustrato28:
2GSH + ROH       GSSG + ROH + H2O (Reacción 5)
En los tejidos de mamíferos hay cuatro GPx (1-4) principales y todas ellas 
conteniendo selenocisteína en su sitio activo.
GPx1, la cual se encuentra en la mayoría de los tejidos, consiste en cuatro
subunidades idénticas y cada una de ellas contiene un átomo de selenio. El nivel de
GPx1 en la mayoría de los tejidos decrece considerablemente bajo condiciones severas
de deficiencia de selenio, actuando como un bioindicador del estatus de selenio en el
organismo29. 
La enzima glutation peroxidasa gastrointestinal (GPx2), que consiste en cuatro 
subunidades, se encuentra principalmente en el tracto gastrointestinal, en el hígado y
en las células mamarias. Las funciones de esta enzima son proteger de los peróxidos
lipídicos y reducir la susceptibilidad al cáncer de colon29.
La enzima glutation peroxidasa extracelular, GPx3, es una proteína tetramérica
que se produce principalmente en el riñón y se secreta al medio extracelular. Otros
tejidos como el pulmón, corazón, glándula tiroidea, placenta y glándulas mamarias 
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también producen GPx3 pero en menor medida. Esta isoenzima también se encuentra
en fluidos extracelulares como sangre, plasma, leche, líquido amniótico y humor
acuoso. Como la concentración de GSH en el plasma es muy baja GPx3 puede usar otro
donador de electrones como la tiorredoxina29.
La enzima fosfolípido hidroperóxido glutation peroxidasa, GPx4, cataliza la
reducción de los fosfolípidos hidroperóxidos y se expresa en varios tejidos. A diferencia
de las anteriores isoenzimas se trata de un monómero implicado en procesos de
inflamación y señalización29.
Existen otras dos isoenzimas GPx5 y GPx6 identificadas en mamíferos, ambas
muy relacionadas con GPx3. GPx5 no tiene selenocisteína en su punto activo y es
secretada en el epidídimo28. GPx6 es una selenoproteína en humanos que contiene
cisteína en su punto activo, y se encuentra en el epitelio olfativo28.
La isoenzima GPx7 al igual que GPx4 es una fosfolípido hidroperóxido y
contiene cisteína en su punto activo. GPx7 juega un papel fundamental en el cáncer de
pulmón reduciendo el estrés oxidativo generado por el metabolismo de los ácidos
grasos poli-insaturados28. 
Selenoproteína P (Se-P)
Se-P es la principal selenoproteína presente en el plasma. Se-P participa en la
defensa antioxidante del espacio extracelular y también es la responsable de
transportar el selenio desde el hígado al resto de tejidos27. Es capaz de reducir
peroxinitritos y fosfolípidos hidroperóxidos, además es capaz de formar complejos con
cadmio y mercurio, y puede estimular la supervivencia de las células nerviosas en
cultivo29. Los pacientes enfermos de cirrosis tienen una baja concentración de Se-P en
plasma y es debido a que el hígado dañado afecta a la síntesis de Se-P27.
Selenoproteína W y R (Se-W y Se-R)
Se-W es una selenoproteína de bajo peso molecular (87 aminoácidos)
conteniendo un residuo de SeCys y existe en cuatro isoformas. Una de las isoformas
posee un enlace con el glutation (GSH) en una de las cisteínas indicando así que una de
las funciones de Se-W podría estar relacionada con funciones redox27.
22 
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Se-R contiene SeCys en la posición C-terminal parece que su función está 
relacionada con el estrés oxidativo27, reduciendo los grupos sulfóxidos de las 
metioninas (metionina-R-sulfoxido reductasa)30. 
 
Tiorredoxina reductasa (TrxR) 
TrxR cataliza la reducción principalmente de tiorredoxina, pero en mamíferos 
también es capaz de reducir otros sustratos, como por ejemplo la vitamina C. 
Tiorredoxina cataliza la reducción de los puentes disulfuro de las proteínas y también 
está involucrada en varios procesos vitales, como la síntesis de ADN y la regulación del 
proceso de apoptosis. Hay varias isoformas de TrxR. TrxR1 y TrxR2 se encuentran 
localizadas en la mitocondria y en el citosol, respectivamente. La tercera isoforma, 
tiorredoxina/glutation reductasa (TGR), se expresa en pequeñas cantidades en varios 
tejidos, pero principalmente en los testículos29.  
 
Iodotironina deiodinasa (DI) 
La familia de la iodotironina deiodinasa consiste en tres enzimas, iodotironina 
deiodinasa 1, 2 y 3 (DI1, DI2, DI3), las cuales catalizan la eliminación de los grupos de 
yodo presentes en las hormonas tiroideas, con el objetivo de activarlas o 
desactivarlas29.  
 
Tabla 2. Funciones y distribución en los tejidos de las selenoproteínas 
Selenoproteínas Distribución en los tejidos Funciones Familia de la Glutation Ubicua (GPx1, GPx4), Antioxidante, modulación de peroxidasa (GPx1, GPx2, GPx3, gastrointestinal (GPx2), plasma lipooxigenasas, transducción de la GPx4,GPx5, GPx6, GPx7) y riñón (GPx3), epitelio nasal, señal redox glándula de Bowman (GPx6)Familia de la Tiorredoxina Mitocondria (TRx1) Múltiples papeles en la regulación reductasa (TRx1,2,3; TGR) Citosol (TRx2) redox, metabolismo de drogas, Testículos (TRx3) transducción de señalFamilia de la Yodotironina Tiroides, riñón, hígado y Cataliza la conversión de T4 a T3 deyodinasa (Dio1,2,3) pituitaria y la degradación de rT3 (Dio1 y Dio2) y la degradación de T4 y T3 (Dio1 y Dio3) Selenofosfato sintetasa 2 (SPS2) Varios tejidos Cataliza la producción de selenofosfatoSelenoproteínas 15 y 18 KDa Varios tejidos, cerebro Antioxidante en células secretoras (Sel15, Sel18) (Sel15)Reserva de Selenio (Sel18)Selenoproteína M (SelM) 
Selenoproteína N (SelN) 
Varios tejidos, cerebro 
Músulo esqueletal, hígado, cerebro, corazón, estómago 
Defensa contra el estrés oxidativoRegulación de calcio Proliferación celular y regeneración? 
23  
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Selenoproteína P (SelP) Principalmente en el hígado Transporte de Se, antioxidante Selenoproteína R (SelR, MsrB) Varios tejidos incluyendo al R-metionina-sulfóxido-reductasa cerebro Selenoproteína T (SelT) Varios tejidos Regulación de calcio Selenoproteína W(Sel W) Principalmente en el músculo Funciones redox esqueletal, corazón, cerebro, testículos, bazo Selenoproteína I Varios tejidos CDP-alcohol fosfotidiltransferasa      
Efectos de la deficiencia de selenio  El Selenio, al ser un elemento traza esencial, su deficiencia en la dieta produce 
serios efectos en la salud humana.  
Se ha identificado deficiencia de selenio en aquellos lugares con una baja 
concentración en el suelo, como por ejemplo en regiones volcánicas31. Los suelos 
ácidos y la formación de compuestos de coordinación del selenio, fundamentalmente 
con hierro y aluminio, reducen la asimilación de selenio por parte de las plantas. Las 
regiones áridas de Australia, nordeste de China, norte de Corea del Norte, sur central 
de China, Nepal y Tíbet, y África Central son zonas en las cuales el contenido de selenio 
es notablemente bajo27. 
En los años 50, se identificaron síntomas de la deficiencia de selenio en el 
ganado, ocasionando anomalías en la reproducción y en el crecimiento. También se 
observó que sus crías padecían la enfermedad del músculo blanco, una miopatía del 
corazón y del músculo esqueletal31.  
En China y en Siberia del Este la población padece la enfermedad de Keshan. 
Esta enfermedad, causada por la deficiencia de Selenio, se trata de una cardiomiopatía 
endémica que afecta principalmente a niños de entre 2 y 10 años y en algunos casos 
en mujeres de edad fértil32. Esta cardiomiopatía se ha relacionado con el virus llamado 
“Coxsackie” el cual se hace muy virulento cuando los niveles de Selenio son bajos.32 
Bajos niveles de Selenio pueden ocasionar un tipo de osteoartrosis conocida con el 
nombre de enfermedad de Kashin-Beck, la cual ocasiona desórdenes graves en el 
desarrollo óseo, produciendo deformaciones en las articulaciones y generando 
debilitamiento muscular32. Ambas enfermedades han podido ser controladas y 
prácticamente revertidas mediante la suplementación de selenio32. 
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La deficiencia de selenio está relacionada con la pérdida de la
inmunocompetencia puesto que el selenio se encuentra presente en cantidades
significativas en tejidos inmunes como el hígado, el bazo y los nodos linfáticos.
Además, se ha demostrado que la suplementación con selenio tiene efectos
inmunoestimulantes31. 
La virulencia y la progresión de ciertas enfermedades causadas por infecciones 
virales también se han relacionado con un bajo contenido en selenio. Beck et al. 
confirman que en pacientes con deficiencia en selenio, los virus inofensivos se podían
convertir en virulentos33. El selenio es un potente inhibidor de la replicación del virus 
VIH in vitro34. En esa misma línea, Baum et al. comprobaron que pacientes con el virus
del VIH y con deficiencias en los niveles de selenio, tenían posibilidades de morir por
causas relacionadas con el VIH 20 veces superior a las de aquellos pacientes con
niveles normales de dicho elemento35. El selenio parece tener un papel protector en
individuos infectados con el virus de la hepatitis (B o C) evitando así su progresión
hacia el cáncer de hígado36,37.
Así mismo, se han correlacionado problemas de reproducción con estados
carenciales de selenio. Barrington et al. encontraron bajos niveles de selenio en
mujeres que habían sufrido abortos38,39. Además, se ha demostrado que el selenio
resulta esencial para la fertilidad masculina, ya que participa en la síntesis de
testosterona y en el desarrollo normal de los espermatozoides40. Un suplemento de
100 µg de selenio al día durante 3 meses a hombres subfértiles produjo un aumento
de la motilidad del esperma40. El 11% de los hombres que recibieron el suplemento
fueron capaces de procrear, mientras que no se detectó diferencia en los que
recibieron placebo41. 
Las siguientes evidencias demuestran que el selenio es importante para el
cerebro:
 La regeneración de los neurotransmisores se altera durante los estados
carenciales de selenio42. 
 Ante una disminución de los niveles de selenio el cerebro recibe un
suplemento prioritario43. 
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 Niveles de selenio en plasma bajos están asociados con la senilidad y la
pérdida cognitiva en la gente mayor43,46. 
 La concentración de selenio en el cerebro de los pacientes con
Alzheimer es un 40%  inferior de los que no padecen Alzheimer43.
 El cerebro es deficiente en catalasa, lo que implica que el peróxido de
hidrógeno y otros peróxidos deben ser eliminados mediante las
selenoenzimas antioxidantes45. 
Se han realizado estudios que han permitido relacionar un bajo contenido en
selenio con una elevada incidencia de depresión, ansiedad y confusión43,47,48. 
Por último cabe mencionar que los bajos niveles de selenio se han asociado con
enfermedades cardiovasculares49, infartos de miocardio32, aumento del estrés
oxidativo50, aparición de inflamaciones (artritis reumatoide51, pancreatitis52 y
asma53,54,55) y además afecta a la función tiroidea agravando el hipotiroidismo56. 
Efectos tóxicos del selenio 
El estrecho intervalo de concentración para que el selenio sea considerado
como tóxico y/o esencial hace que su contenido en la dieta deba controlarse57. De
hecho, la cantidad diaria recomendada (“Recomended Dietary Allowance”, RDA) tanto
para hombres y mujeres son 55 µg/día, mientras que el límite superior tolerable de
ingesta (“Tolerable Upper Intake Level”, UL) son 400 µg/día32. Aun así, existe cierta
controversia en lo que a la toxicidad del selenio se refiere. Jacobs y Frost observaron
que el selenio era tóxico a niveles de 8-10 µg mL-1. Por otro lado, otro estudio
demostró58 que el consumo de selenio en una dosis de 1510 µg/día no mostraba
signos de toxicidad. Un estudio reveló que la ingesta de 3200-5000 µg/día de selenio
presentaba síntomas de toxicidad59. Esto es debido a que los efectos tóxicos del
selenio dependen del compuesto de selenio presente (los compuestos orgánicos de
selenio son menos tóxicos que sus especies inorgánicas), de su forma de
administración, de la especie animal, del tiempo de exposición, del estatus fisiológico
así como de su interacción con otros metales32. 
Ya en el clásico libro de viajes de Marco Polo, del siglo XIII, se describe
detalladamente una enfermedad que afectaba a los animales de carga al pastar en 
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ciertas regiones desérticas de China, como consecuencia de la ingestión de ciertas
plantas venenosas. En el siglo XIX se han descrito síntomas similares en la caballería
estadounidense durante la conquista del Oeste americano60 
La toxicidad producida por el selenio puede ser aguda o crónica. Los síntomas
de una toxicidad aguda por selenio traen consigo dolor de cabeza, mareos, disnea,
fatiga, nauseas, vómitos, aliento a ajo, gusto amargo en la boca e irritación de las
membranas mucosas de los ojos y del tracto respiratorio superior. Mientras que los
síntomas de una toxicidad crónica (selenosis) provocan depresión, nerviosismo,
mareos, inestabilidad emocional, dermatitis, aliento a ajo, sudores, problemas
gastrointestinales, exceso de caries y, en casos extremos, pérdida de pelo y uñas59 
El Selenio como anticancerígeno 
Varios estudios epidemiológicos han puesto de manifiesto una relación inversa
entre los niveles de selenio y el riesgo de cáncer. En un estudio realizado por Clark et
al.61 se observó que aquellas personas que habían sido suplementadas con levadura
selenizada, predominantemente en forma de selenometionina (200 µg/día), su
mortalidad por cáncer disminuía en un 50%. También se observó una disminución en la
incidencia del cáncer de próstata, pulmón y colon. 
Otro de los estudios que relacionan el selenio con el cáncer es el denominado
SELECT. En este estudio se empleó selenio y vitamina E, tanto de forma conjunta como
por separado, para prevenir el cáncer de próstata. El ensayo se realizó sobre 32400
norteamericanos en el periodo de 2001 a 2013 62,63. De los resultados de este estudio
se concluyó que no existe ningún efecto entre la vitamina E y el selenio en el cáncer de
próstata64. 
Todo lo anterior pone de manifiesto que existen discrepancias sobre el selenio
y su actividad anticarcinogénica, lo que indica que se requieren más estudios para
dilucidar los mecanismos del selenio en relación con el cáncer, aún así se han
postulado diversas hipótesis con el objeto de establecer el mecanismo de actuación
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El efecto protector del selenio frente al cáncer depende de la forma química en
que este se suministre, ya que los compuestos de selenio pueden metabolizarse por
diferentes vías (Ver Figura 3). Los experimentos in vitro indican que los compuestos
metilados de selenio son más eficientes en la protección del cáncer ya que son capaces
de producir metilselenol. Los compuestos metilados de selenio modifican varios
procesos biológicos incluyendo la supresión de la angiogenesis65 y la prevención del
cáncer66. Se-metilselenocisteína, γ-glutamil-Se-metilselenocisteína son compuestos
capaces de producir metilselenol a través de una reacción catalizada por β-liasa (Ver
Figura 3). En estudios relacionados con la protección del selenio frente al cáncer se ha
puesto de manifiesto que las plantas acumuladoras de selenio, como el ajo y el brócoli,
poseen un efecto beneficioso que puede atribuirse a la presencia de aminoácidos
metilados (Se-metilselenocisteína, γ-glutamil-Se-metilselenocisteína). Se-
metilselenocisteína es uno de los selenocompuestos más importantes con actividad
quimiopreventiva, resultando 2 veces más activa que la selenometionina en la
supresión de cáncer de mama en roedores66. El ácido metilselénico es otros de los
compuestos que es capaz de producir metilselenol. En experimentos in vitro se ha
comprobado que el ácido metilselénico bloquea la progresión del ciclo celular, induce
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apoptosis en las células cancerígenas e inhibe la formación de nuevos vasos
sanguíneos, sin los cuales los tumores no pueden crecer o metastatizar67. 
El selenio es capaz de actuar como agente pro-oxidante, por lo que, los
compuestos con estado de oxidación (IV), son los agentes anti-cancerígenos más
efectivos, ya que son capaces de inactivar enzimas oxidando los grupos sulfhidrilo y
provocando así apoptosis68. 
El efecto antioxidante del selenio y su capacidad de reducir el estrés oxidativo y
el daño al ADN50 ha sido otro de los mecanismos propuestos. De hecho, una ingesta
adecuada de selenio es muy importante cuando la actividad de otros antioxidantes u
otras enzimas antioxidantes es baja67. 
2.ESTRÉS OXIDATIVO Y MECANISMOS DE DEFENSA
La generación de especies reactivas de oxígeno (ROS) forma parte del
metabolismo normal de una célula, pero el desequilibrio entre su generación y su
neutralización puede conducir a un estado de estrés oxidativo69. Las células poseen
mecanismos de defensa contra el estrés oxidativo: enzimáticos (glutation peroxidasa,
glutation reductasa y glutation-S-transferasa), no-enzimáticos (glutation reducido, y
algunos compuestos de selenio).
2.1 ESPECIES REACTIVAS DE OXÍGENO (ROS)
Las principales especies reactivas de oxígeno (ROS) son el anión superóxido (O2.-
), el peróxido de hidrógeno (H2O2) y el radical hidroxilo (OH·). El anión superóxido y el
radical hidroxilo son radicales sumamente reactivos, capaces de oxidar
indiscriminadamente muchas estructuras biológicas dañándolas. El daño oxidativo que
estas especies pueden producir en las macromoléculas biológicas se asocia a
numerosas patologías de consecuencias graves. Su reacción se produce con lípidos,
proteínas, carbohidratos y ácidos nucleicos en el interior de las células y con
componentes de la matriz extracelular. El estrés oxidativo producido por ROS se
relaciona con varias enfermedades incluyendo el envejecimiento70, cáncer70,71 
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enfermedades degenerativas como Parkinson y Alzheimer72-75 y enfermedades
cardiovasculares como arterioesclerosis76-79. 
Las especies reactivas de oxígeno se generan, principalmente, durante la reducción del
oxígeno molecular (O2) para producir agua (H2O) a través de un proceso metabólico
(fosforilación oxidativa) catalizado por la enzima citocromo oxidasa (Ver Figura 4). La
formación de las especies reactivas de oxígeno y su metabolismo aparecen resumidas
en la Figura 5. A continuación se describen brevemente las principales especies
reactivas de oxígeno en términos de mecanismos de formación y sus efectos celulares:
Figura 4. Reducción univalente del oxígeno molecular
Superóxido (O2.-)
El anión superóxido se produce a partir del oxígeno molecular por la adición de
un electrón, aún siendo un radical libre no es altamente reactivo. No es capaz de
penetrar a través de las membranas lipídicas lo que significa que el anión superóxido
se va a encontrar localizado en el compartimento que se genere. La formación de
superóxido tiene lugar espontáneamente, especialmente en ambientes aeróbicos en la
membrana mitocondrial interna durante la cadena respiratoria (Fig. 4). El superóxido 
(y el peróxido de hidrógeno) también se produce endógenamente por las
flavoenzimas80. Otras enzimas capaces de producir superóxido son la lipooxigenasa y la 
ciclooxigenasa81,82. La enzima NADPH oxidasa de las células fagocíticas es un ejemplo
de producción deliberada de superóxido a partir de la reducción del oxígeno. Enzimas
similares a la NADPH oxidasa también están presentes en células no fagocíticas83. Por
otro lado, existen mecanismos de defensa frente al anión superóxido: dos moléculas
de superóxido rápidamente dismutan a peróxido de hidrógeno y oxígeno molecular en
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Peróxido de hidrógeno (H2O2)
El H2O2 no es un radical libre, pero es altamente reactivo ya que tiene la
habilidad de penetrar a través de las membranas biológicas y además es capaz de
producir más especies reactivas de oxígeno como el ácido hipocloroso (HClO)
(Reacción 1) catalizada por la enzima mieloperoxidasa, que se encuentra presente en
los fagosomas de los neutrófilos84 y, la más importante, formación del radical hidroxilo
(OH·) a través de la oxidación de los metales de transición (Reacción 2). 
Figura 5. Esquema simplificado de los sistemas oxidativos y antioxidativos celulares (adaptado
de Nordberg et. al.85) 
H+ + Cl- + H2O2   HOCl + H2O (Reacción 1)
El H2O2 también tiene un papel importante en la señalización intracelular86,87.
O2 O2.- H2O2 
e-
Mn-SOD 
O2 O2.- H2O2 














     
   
       
 
 
        
 
      
  
 
      
 
            
        
 
 
        
 
    
  
    
      





Una vez producido el H2O2, éste se puede eliminar por la acción de las enzimas 
antioxidantes: catalasa, glutation peroxidas y peroxirredoxinas (Fig. 2)88,89,90. 
Radical hidroxilo (OH·)
Debido a su elevada reactividad con biomoléculas, el radical hidroxilo se
considera una de las especies reactivas de oxígeno más dañinas. El radical hidroxilo se
forma a partir de peróxido de hidrógeno en una reacción catalizada por iones
metálicos (Fe2+ o Cu+) conocida como la reacción de Fenton:
H2O2 + Cu+/Fe2+  OH· + OH- + Cu2+/Fe3+ (Reacción 2)
El anión superóxido también juega un papel importante ya que es capaz de reciclar los 
metales que se han producido en la reacción de Fenton:
Cu2+/Fe3+ + O2.-   Cu+/Fe2+ + O2  (Reacción 3) 
A partir de las reacciones 2 y 3 se obtiene la reacción de Haber-Weiss, donde los
metales de transición juegan un importante papel en la formación de radicales
hidroxilo9192:
O2.- + H2O2  OH· + OH- + O2 (Reacción 4)
2.2 SISTEMAS DE DEFENSA ENZIMÁTICOS
Glutation peroxidasa (GPx)
La glutation peroxidasa actúa junto a las moléculas de glutation reducido(GSH) 
presentes en las células en altas concentraciones (micromolar). El sustrato para esta
reacción catalítica puede ser H2O2 o ROOH69. La GPx descompone los peróxidos en
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GPx2 GSH + ROOH GSSG + ROH + H2O (Reacción 5)
Glutation reductasa (GR)
La glutation reductasa (GR), con una masa molecular de 120 kDa, está
constituida por dos subunidades proteicas y se encuentra tanto en el citosol como en
la mitocondria93. Esta enzima cataliza la reacción que restaura el glutation a su forma
reducida a expensas de equivalentes reductores en forma de nicotinamida-adenina-
dinucleótido-fosfato (NADPH).Esta restauración del contenido de GSH es esencial para 
eliminar el H2O2 y evitar la acumulación de GSSG, que es muy tóxico para la célula93:
GRGSSG + NADPH + H+ 2 GSH + NADP+ (Reacción  6)
Glutation-S-transferasa (GST)
La glutation-S-transferasa (GST) incluye a toda una familia de proteínas que
utilizan el GSH para la detoxificación de una gran cantidad de compuestos, incluyendo
carcinogénicos, fármacos y productos derivados del estrés oxidativo. Se han descrito
tres familias principales de GST en humanos dependiendo de su localización celular:
citosólica, mitocondrial y microsomal unida a membrana.
2.3 SISTEMAS DE DEFENSA NO ENZIMÁTICOS
GLUTATION reducido (GSH)
El glutation reducido es la principal defensa antioxidante no enzimática
presente en las células, es un tripéptido compuesto por L-glutámico, L-cisteína y glicina
(γ-glutamil-cisteinil-glicina) que actúa reduciendo diferentes peróxidos, hidroperóxidos 
y radicales94 mediante la reacción catalizada por la glutation peroxidasa.
3. MERCURIO
3.1 CARACTERÍSTICAS FÍSICO-QUÍMICAS DEL MERCURIO
El mercurio es un elemento químico que a temperatura ambiente es un metal
líquido de color plateado.  Su símbolo “Hg” se deriva de la palabra griega hydrargyros,
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la cual significa "agua plateada"95. Los romanos llamaron al mercurio "Argentum
Vivum", que significa "Quick Silver" o "plata líquida" debido a que era el único
elemento conocido líquido a temperatura de ambiente. 
Se reconoció por primera vez como elemento por el químico francés Antoine
Laurent Lavoisier en sus experimentos sobre la composición del aire96. 
El mercurio (Hg), es un elemento metálico, de color plateado que permanece en
estado líquido a temperatura ambiente. Su número atómico es de 80 y es uno de los
elementos de transición del sistema periódico96,97.
A temperatura ambiente, el mercurio es un líquido brillante, denso, de color
blanco plateado. Es ligeramente volátil a temperatura ambiente, y se solidifica a una
presión de 7,640 atmósferas (5,800,000 mm Hg). Se disuelve en ácido nítrico y en
ácido sulfúrico concentrados, pero es resistente a los álcalis. Tiene un punto de fusión
de -39 °C, un punto de ebullición de 357 °C y una densidad relativa de 13.5. Su masa
atómica es 200.5996,97.
Se presenta en la naturaleza bajo diferentes modalidades, ya sea en forma
metálica, de vapor o gas, combinado con otros elementos (como cloro, azufre y
oxígeno) para formar sales inorgánicas, o bien formando compuestos orgánicos (como 
el metilmercurio o el fenilmercurio), los cuales también pueden presentarse en forma
de sales a través de procesos naturales, en los que pueden intervenir
microorganismos: el mercurio inorgánico puede ser transformado en mercurio
orgánico96.
Forma sales en dos estados de oxidación: Hg(I) y Hg(II). Las sales de Hg(II) o
mercúricas son mucho más comunes que las sales de Hg(I). La mayoría de los
compuestos inorgánicos de mercurio son polvos blancos o cristalinos, excepto el
sulfuro de mercurio (también conocido como cinabrio) que es rojo y se torna blanco al
exponerse a la luz96.
El mercurio también forma compuestos organometálicos. Éstos se caracterizan
por la unión del mercurio a uno o dos átomos de carbono para formar compuestos del 
tipo: RHgX y RHgR', en donde R y R' representan el sustituyente orgánico o cadenas de
carbonos de longitud variable. Cabe destacar que el enlace carbono-mercurio es
químicamente estable y no se rompe en presencia de agua ni ácidos débiles o bases. La
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estabilidad no se debe a la fuerza del enlace carbono-mercurio sino a la poca afinidad
del mercurio por el oxígeno (OPS 1978)98. 
3.2 ESPECIES PRESENTES EN EL MEDIO AMBIENTE
Atmósfera
Las emisiones de Hg, su transformación transporte y finalmente su deposición
son los factores más relevantes en la presencia de este elemento en el medio
ambiente.
La emisión puede tener como origen procesos naturales o antropogénicos. Entre
los primeros, se encuentran la volatilización del mercurio desde medios acuáticos y
marinos, la volatilización a partir de la vegetación, la liberación de materiales 
geológicos y las emisiones volcánicas. Es importante señalar que las emisiones
naturales de mercurio tienen lugar principalmente en forma de mercurio elemental. En
cuanto a las emisiones antropogénicas, éstas mayoritariamente se deben a procesos
industriales y fuentes de combustión de contenido variable en mercurio, pudiendo
darse tanto en forma gaseosa como particulada. 
El mercurio que se encuentra en la atmósfera está en su mayor parte (>95 %)
como vapor metálico (Hg0)99. El resto del mercurio se encuentra en la forma de Hg2+ 
tanto como precipitado unido a partículas de polvo como, en menor medida, en forma
gaseosa.   
Una vez liberado a la atmósfera, su tiempo de residencia varía en función de la
forma en la que se encuentre. Así, el Hg0 tiene un tiempo de residencia medio de
alrededor de un año, mientras que el Hg2+ tiene tiempos de residencia que oscilan
entre horas y meses, ya que se puede depositar con relativa facilidad tanto por vía
húmeda como por vía seca100. 
Las reacciones de transformación entre estas especies son las que rigen de un
modo general la distribución y deposición del mercurio. El principal mecanismo de
transformación entre especies es la oxidación del Hg0 por el ozono (O3), que ocurre
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0 0Hg (g)  Hg (aq )
0 2Hg (aq )  O3(aq )  Hg (aq )
2 2Hg (aq )  partículas o polvo  Hg (p)
Suelos
Las especies de Hg2+ depositadas en el suelo están sujetas a un amplio abanico de
reacciones químicas y biológicas. Las condiciones del suelo (pH, temperatura,
contenido en ácidos húmicos…) son normalmente favorables para la formación de
compuestos inorgánicos de Hg2+ y compuestos de coordinación con compuestos
orgánicos102. 
Aunque algunos compuestos inorgánicos Hg2+ son bastante solubles (y en 
consecuencia con elevada movilidad), suelen formar complejos con la materia orgánica
(especialmente con ácidos fúlvicos y húmicos) y arcillas de los suelos. Este
comportamiento limita en gran medida la movilidad del mercurio en los suelos. 
Una parte del Hg2+ puede sin embargo interaccionar con ligandos orgánicos
solubles u otras formas de carbono orgánico disuelto (DOC) facilitando su partición
hacia la fase acuosa.
El metilmercurio es otra especie de mercurio que se encuentra presente en
proporciones muy pequeñas en suelos y sedimentos, pero cuya presencia es de gran
importancia debido a su toxicidad y capacidad de bioacumulación. Su formación se
debe al efecto de varios procesos microbianos en presencia de compuestos de Hg2+. Su
proporción media respecto al total de mercurio presente en suelos y sedimentos suele
ser inferior al 1%. Como en el caso de las especies de Hg2+, el metilmercurio presenta
una gran afinidad por la materia orgánica, hecho que limita su movilidad en el medio
ambiente.
Aguas
El mercurio que llega al agua lo hace fundamentalmente como Hg2+; el
metilmercurio que entra lo hace a través de precipitaciones y en concentración muy
baja (0.15 ng l-1)103. Estos compuestos pueden ser asimilados por las especies
biológicas presentes en el medio, precipitar bajo formas químicas diversas en los
sedimentos o reducirse a mercurio vapor y vaporizarse para volver nuevamente a la
atmósfera. Estas transformaciones dependen de diversos factores medioambientales 
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como la actividad microbiana, la temperatura, disponibilidad de carbono orgánico, la
presencia de partículas en suspensión, el oxígeno disuelto y el pH.
Como en los suelos, la química del mercurio viene determinada por las diferentes
variables biológicas, físicas y químicas de las aguas. Por ello, hay que tener en cuenta
las condiciones existentes en las aguas superficiales que hacen diferentes las especies 
de mercurio presentes en aguas continentales (ríos, lagos, arroyos), en aguas
oceánicas y también en los estuarios y costas de los océanos que son fases intermedias
entre las otras dos.
En las aguas dulces superficiales de áreas no contaminadas, el mercurio se
encuentra en concentraciones de 1-20 ng l-1 y se distribuye en varias formas químicas:
mercurio elemental que es volátil pero poco reactivo, especies mercúricas y mercurio 
orgánico, principalmente metilmercurio (MeHg+), dimetilmercurio (Me2Hg), y
etilmercurio (EtHg+) en baja concentración. La distribución de este metal entre la fase
acuosa, las fases coloidales y las partículas en suspensión varía espacial y
temporalmente. En general, la concentración de Hg0 es mayor cerca de la interfase
aire-agua mientras que los niveles de Hg2+ y MeHg+ son más elevados en la proximidad
de los sedimentos.
En las aguas dulces continentales no contaminadas, el Hg2+ no se encuentra como
ion libre sino formando complejos con OH- (Hg(OH)+, Hg(OH)2, Hg(OH)3-), mientras que
en estuarios y océanos los clorocomplejos (HgCl+, HgClOH, HgCl2, HgCl3-, HgCl2-4) son
las especies predominantes. En ambientes anóxicos que contengan sulfuro, el 
mercurio se combina para formar el precipitado de sulfuro (HgS)104. También en
disolución en presencia de sulfuro, se encuentran los complejos de sulfuro (HgS2H2,
HgS2H- y HgS22-) como mayoritarios105. Además, una fracción de Hg2+ es probable que
se encuentre unida a los ácidos húmicos. Las reacciones del ion mercúrico son
relativamente rápidas y se cree que en ellas existen varias especies en equilibrio
incluidas aquellas unidas a material particulado.
El metilmercurio se comporta en términos químicos igual que el mercurio
inorgánico, encontrándose principalmente unido a partículas y a la materia orgánica
disuelta106. El complejo con cloruro (CH3HgCl) en el medio marino y el hidroxocomplejo
neutro (CH3HgOH) en aguas continentales son mayoritarios107. En presencia de sulfuro
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se forma el CH3HgS-, pero éste tiene menos importancia que los complejos sulfúricos
del mercurio inorgánico.
En el océano las especies organomercuriales se generan por debajo del
termoclinae, a profundidades comprendidas entre los 300-500 m en las que los niveles
de oxígeno son inferiores a 100 μM. En cambio, la transformación y eliminación de
estas especies tiene lugar en las aguas superficiales. 
3.3 CICLO BIOGEOQUÍMICO DEL MERCURIO
El mercurio se desplaza constantemente en el medio ambiente a través de su
ciclo biogeoquímico. Las seis etapas más importantes son:
- Desgasificación del mercurio de las rocas, del suelo, de la superficie de las 
aguas, o de las emisiones de los volcanes y las actividades antropogénicas.
- Movimiento de las especies gaseosas en la atmósfera 
- Deposición del mercurio en los suelos y en la superficie del agua 
- Conversión del elemento en sulfuros insolubles
- Precipitación o bioconversión en formas más volátiles o más solubles como el
metilmercurio. 
- Re-emisión a la atmósfera o bioacumulación
La movilidad del mercurio en el medio ambiente depende mucho de la forma
química en que se encuentre presente. El Hg0 en forma de vapor puede ser
transportado largas distancias antes de depositarse en el suelo. Normalmente, la
deposición ocurre por precipitación (lluvia, nieve…) 
El mercurio presente en las aguas se puede transformar fácilmente a
metilmercurio, una especie más tóxica y con capacidad de bioacumularse. En la Figura
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Figura 4. Ciclo biogeoquímico del mercurio
3.4 TOXICIDAD DEL MERCURIO
La toxicidad del mercurio depende de su forma química y, por lo tanto, su
sintomatología varía según se trate de exposición al mercurio elemental, a los
compuestos inorgánicos de mercurio, o a los compuestos orgánicos de mercurio (en
particular sales de metilmercurio y etilmercurio, y el dimetilmercurio). En cuanto a las
fuentes de exposición, los compuestos de alquilmercurio, de los cuales el
metilmercurio es, con mucho, el más importante, la fuente de exposición más
significativa es la dieta, particularmente a base de pescados y mariscos. En el caso del
vapor de mercurio elemental, la fuente más importante para la población en general
son las amalgamas dentales, pero a veces la exposición en el ambiente de trabajo
puede ser más significativa. En lo que respecta a los compuestos inorgánicos de
mercurio, los alimentos constituyen la fuente más importante para la mayoría de la
gente. Sin embargo, para ciertos segmentos de la población, el uso de cremas y
jabones a base de mercurio para aclarar la piel, y el uso de mercurio con propósitos
culturales/rituales o en medicina tradicional, también puede conducir a la exposición a





         
         
              
     
            
     
      
         
  
       
     
 
    
         




      
     
       
    
   
      
  
     




No se absorbe bien en el tracto gastrointestinal, pero si en los pulmones, de
hecho las tasas de absorción de vapor de mercurio a través de los pulmones pueden
acercarse al 80 %. El tiempo de vida medio en sangre es alrededor de 60 días. Al ser
liposoluble, es capaz de atravesar con facilidad las barreras con el cerebro y la
placenta. En los riñones y otros tejidos el Hg0 se puede oxidar a Hg2+ mediante una
enzima llamada catalasa108,109,110.La inhalación de vapor de mercurio elemental
produce trastornos neurológicos y de comportamiento en humanos . La exposición
aguda a niveles elevados de vapor de mercurio (>1.000 μg m-3) puede causar
neumonía y otros signos de daño pulmonar. Exposiciones más largas a niveles menores
(100 μg m-3) dan lugar a gingivitis, temblores de manos y eretismo (desordenes de
personalidad y psicológicos que incluyen delirio, alucinaciones, cambios de
comportamiento, etc.). 
Las exposiciones crónicas a niveles más bajos (25-100 μg m-3) están asociadas con
síntomas más suaves como temblores casi imperceptibles, irritabilidad, insomnio o
lasitud. Paralelamente también se ha observado que produce una disminución en la
memoria a corto plazo y en la velocidad de respuesta nerviosa. La exposición a vapor
de mercurio en los niveles anteriores produce afecciones renales.
Compuestos inorgánicos 
De los compuestos inorgánicos, el catión Hg2+ es el que se considera más tóxico. 
El comportamiento del Hg2+ en los seres vivos viene determinada por su elevada
afinidad a unirse a los grupos tiol que abundan en los diferentes tejidos, bloqueando
de este modo grupos biológicos esenciales. En concreto, se une a los grupos –SH de los
restos del aminoácido cisteína que constituye el centro catalítico activo de
determinadas enzimas, por lo que se inhibe su actividad.
El mercurio inorgánico es capaz de absorberse en el tracto gastrointestinal y a
través de la piel109, 110.
Una vez incorporado a través del tracto gastrointestinal o la piel, el Hg2+ tiende a
acumularse en los riñones111, mientras que su acumulación en el cerebro y la placenta
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son mínimas. Se elimina en su mayor proporción por la orina, teniendo un periodo de
residencia medio en el ser humano de unos 42 días112. 
La exposición crónica a Hg2+ provoca serias deficiencias renales, trastornos 
psíquicos, fatiga, pérdida de memoria, etc. 
Compuestos orgánicos 
Los compuestos orgánicos pueden absorberse por ingestión y si se evaporan
pueden ser absorbidos por los pulmones. Estos compuestos se absorben muy poco por
la piel. Al ser liposoluble puede llegar fácilmente al cerebro y la placenta y aparecer en
la leche materna. Se acumulan en el riñón y el sistema nervioso central. El tiempo de
vida medio de los compuestos orgánicos de mercurio es alrededor de 70 días110. 
Los efectos tóxicos del metilmercurio sobre los seres humanos se conocen a raíz
de dos desastres medioambientales que tuvieron lugar en Japón (en la década de los
años 50) y en Irak (1971-1972). Las principales patologías que provoca el metilmercurio
son deficiencia sensorial y motora, cambios en el comportamiento, ataxia muscular,
pérdida de campos visuales y, en menor medida, espasmos que aparecen al continuar
la intoxicación113. El metilmercurio es capaz de producir apoptosis, se trata de la
muerte celular programada. En el apartado 5 de la presente memoria se explica en qué
consiste este proceso de muerte celular y qué proteínas participan en el proceso de
apoptosis. Kunimoto fue el primero en demostrar la capacidad del metilmercurio de
inducir apoptosis en cultivos neuronales. El metilmercurio en dosis de hasta 0.3 µM
produce apoptosis, mientras que a concentraciones superiores el metilmercurio
produce la muerte por necrosis114. 
La fuente más importante de mercurio para los humanos viene a través del 
consumo de pescado donde se bioacumula a través de la cadena alimenticia que hace
que de concentraciones de ng l-1 en aguas se pase a μg g-1 en los peces depredadores.
4. INTERACCIÓN MERCURIO-SELENIO
El efecto protector que el selenio ejerce frente a la toxicidad del mercurio se
conoce desde hace más de tres décadas siendo descrito por primera vez por Parizek y
Ostadalova115. Estos investigadores demostraron la desaparición del efecto tóxico del
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mercurio cuando ambos compuestos (SeO32- y Hg2+) eran administrados
simultáneamente a ratas. 
Para una mejor comprensión de este fenómeno, se han estudiado posibles
relaciones entre estos dos elementos en animales y humanos 116. Koeman y col.
establecieron una relación molar 1:1 de mercurio y selenio en hígados de mamíferos
marinos para la prevención del efecto tóxico del mercurio por parte del selenio. La
correlación lineal de estos elementos fue también observada en estudios posteriores
en humanos tanto expuestos ocupacionalmente al mercurio como no expuestos. La
relación equimolar se observó sólo cuando la concentración de mercurio superaba un
determinado valor (1-100 mg/kg dependiendo de la especie analizada), lo que sugiere
un proceso de desintoxicación en el que el selenio se ve involucrado cuando el
mercurio alcanza un determinado nivel.
Los niveles máximos de mercurio y selenio se han encontrado tanto en
mamíferos marinos como en aves: 510 µg mL-1y 270 µg mL-1 de mercurio y selenio
respectivamente, en hígados de focas Poca hispida117 y 430 µg mL-1 y 120 µg mL-1 de
mercurio y selenio respectivamente, en hígado del águila Haliaeetus leucocephalus 118.
A pesar de estos valores tan extremadamente altos, estos animales no mostraron
ningún signo de intoxicación. Este hecho sugiere que la presencia de del selenio inhibe
la toxicidad potencial que causa el mercurio.
4.1 MECANISMOS DE INTERACCIÓN ENTRE SELENIO Y MERCURIO 
Los mecanismos concretos de interacción entre el mercurio y el selenio no se han
conseguido dilucidar y se han postulado diversas hipótesis para explicar dicha
interacción como se comenta  continuación.
Redistribución del mercurio
Varios estudios demuestran que el selenio promueve la redistribución del
mercurio de un órgano o fracción subcelular altamente sensible a otros menos
sensibles.
El mercurio se puede encontrar unido principalmente a metalotioneínas 119. La
presencia de selenio puede bloquear la unión del mercurio y la metalotioneína. Por
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otro lado, también se ha demostrado que el selenio permite la liberación del mercurio
enlazado a cisteína y su redirección a proteínas de elevado peso molecular120. 
Desgraciadamente, la redistribución del mercurio de órganos más sensibles a
órganos menos sensibles no puede explicar los resultados de un gran número de
estudios. Por ejemplo, el cerebro es un órgano altamente sensible al mercurio y se ha
observado que la presencia de selenio provoca un aumento en la acumulación del
mercurio.
Competencia por los mismos puntos de unión
Las relaciones mercurio-selenio encontradas en pescados comparadas con la
concentración de ambos elementos en el medioambiente condujo a la conclusión de
que el mercurio y selenio compiten por los mismos receptores localizados en los
tejidos animales. Se cree que los puntos de unión son receptores de selenio y es
posible que estos puedan ser ocupados por mercurio en función de su
biodisponibilidad en el medioambiente121. 
Formación de complejos mercurio-selenio 
La administración simultánea de cloruro mercúrico y selenito sódico a ratas
provoca una alteración de las proteínas plasmáticas que se enlazan al mercurio y al
selenio si se compara con las observadas cuando cada elemento es administrado
individualmente. Ambos elementos se unen a una única proteína del plasma,
identificada como la selenoproteína P122.
Algunos estudios realizados con sangre de conejo han demostrado la reducción
de selenito en los glóbulos rojos y su transporte al plasma en forma de seleniuro,
donde reacciona con el cloruromercúrico para formar el complejo Hg-Se-plasma123.
Este complejo podría desempeñar un papel importante en la prevención de la
toxicidad aguda ocasionada por el mercurio inorgánico, ya que al unirse el Hg, previene
que alcance ciertos tejidos diana. 
Aparte del complejo Hg-Se-plasma, el mercurio inorgánico se une a metabolitos o
forma un complejo equimolecular Hg-Se que se une a especies de elevado peso
molecular en el hígado. 
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Es importante mencionar que la presencia de mercurio hace que el seleniuro
liberado durante la degradación de las selenoproteínas se pueda unir al mercurio,
reduciendo la biodisponibilidad del selenio para la síntesis de proteínas.
En cuanto al metilmercurio, éste sufre un proceso de demetilación y puede
experimentar los mismos mecanismos mencionados anteriormente para el caso del 
mercurio inorgánico124. 
Conversión de las formas tóxicas de mercurio en otras formas menos tóxicas 
La transformación del metilmercurio a formas menos tóxicas puede ser uno de
los posibles mecanismos de desintoxicación.
Numerosos grupos de investigación125, 126, 127, 128 han sugerido que la conversión
del metilmercurio a mercurio inorgánico se ve favorecida por la presencia de selenio.
Esta hipótesis fue reforzada por los niveles tóxicos de mercurio y selenio encontrados
en animales que no mostraban ningún síntoma de toxicidad.
Mamíferos y aves marinas biotrasforman lentamente el metilmercurio ingerido a
mercurio inorgánico en el hígado, sin mostrar síntomas de contaminación.
Sin embargo, se encontró una elevada concentración de Hg inorgánico en el
cerebro de monos alimentados crónicamente con metilmercurio y selenio.
El metilmercurio puede actuar como donante del grupo metilo para metilar al
seleniuro (exhalación de compuestos metilados de selenio)129. 
Prevención del daño oxidativo
El selenio es un componente intrínseco de la glutation peroxidasa cuya actividad
se ve inhibida por el mercurio130.
La glutation peroxidasa es incapaz de proteger el hígado y el tejido nervioso de
los cambios oxidativos inducidos por el mercurio. Ganther propuso una posible
implicación de los radicales libres formados por la ruptura homolítica del
metilmercurio en la inducción de los efectos neurotóxicos. Sin el tratamiento de
selenio, el metilmercurio inhibiría la actividad de la glutation peroxidasa, haciendo
imposible la descomposición de los peróxidos que iniciarían la ruptura del




      
           
        
    
       
     
      
     












5. APOPTOSIS Y RUTAS DE PROLIFERACIÓN Y SUPERVIVENCIA
5.1 APOPTOSIS
La apoptosis o muerte celular programada, que fue descrita por primera vez en
1972 por Kerr y colaboradores131, es un mecanismo de “suicidio celular”
genéticamente definido. Fisiológicamente, la apoptosis interviene en la eliminación de
los tejidos dañados, el desarrollo embrionario, la renovación tisular y la regulación del
sistema inmune132,133,134. No obstante, en ciertas ocasiones se produce un defecto en
su regulación que puede conducir a diversas enfermedades. Así, el incremento de la
tasa de apoptosis contribuye al desarrollo de enfermedades degenerativas como el
Parkinson o enfermedades autoinmunes133, mientras quela falta de respuesta a las




















Figura 5. Esquema del proceso apoptótico por vía intrínseca e extrínseca (Adaptado de
MacFarlane et al.134) 
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Durante el proceso de apoptosis la membrana plasmática de la célula adquiere
aspecto de burbuja (“blebbing”), se producen alteraciones en el citoesqueleto, la
cromatina se condensa, disminuye el tamaño nuclear y se destruye el nucleolo134.
Finalmente, se produce la fragmentación del DNA debido a la activación de las
endonucleasas y se forman los denominados cuerpos apoptóticos que pueden ser
degradados por células vecinas o por fagocitos135. En este caso no se produce
respuesta inflamatoria al no romperse la membrana plasmática y liberarse los 
componentes celulares, al contrario de lo que pasa en las células que mueren por
necrosis, donde hay ruptura de la membrana celular produciéndose así una respuesta
inflamatoria135. 
El proceso de apoptosis puede transcurrir a través de dos vías: intrínseca (o 
mitocondrial) y extrínseca (Ver Figura 5). 
En la vía intrínseca se produce la perturbación de la mitocondria causada por un
estímulo apoptótico produciéndose así la liberación de proteínas, como el citocromo c,
desde el espacio intermembrana de la mitocondria al citoplasma. Una vez en el
citoplasma, el citocromo c se une a factor activador de proteasas apoptóticas-1 (Apaf-
1) y posteriormente, y en presencia de dATP, se une a la procaspasa-9 formándose así
un complejo denominado apotosoma y conviertiéndose la procaspasa-9 en caspasa-9
activa. El apoptosoma es capaz de activar a la caspasa-3 que es la responsable de
iniciar el desensamblaje celular y provocar la muerte celular programada134. 
La activación de la vía extrínseca comienza en la superficie celular tras la unión
de un ligando específico, que pertenece a la superfamilia del factor de necrosis
tumoral (TNF, Fas-L, TRAIL, etc), al dominio extracelular de su respectivo receptor de
muerte, perteneciente a la superfamilia del receptor del TNF (TNFR). Una vez que el
ligando se une a su receptor, estos son capaces de unirse a FADD (factor associated
death domain) y este a su vez se une a la caspasa-8 ó -10 formando así el complejo de
señalización inducido por muerte (DISC) que conduce a la autoactivación y liberación
de las caspasas-8 ó -10 activas y estas a su vez activarán las capasas-3 y -7134. 
Tanto en la vía extrínseca como en la intrínseca las caspasas juegan un papel 
fundamental en el proceso de apoptosis pero, además de las caspasas, los miembros




   
         
       
   
     
         
       
       
    
 
       
 
      
   
       
     
 
  
      
         
    
         








Las caspasas son un grupo de proteínas perteneciente al grupo de las cisteín-
proteasas, caracterizadas por presentar un residuo de cisteína que media la ruptura de
otras proteínas. En el caso de las caspasas el corte se produce al nivel de un residuo de
aspartato de lo que deriva su nombre (cisteinil-aspartato proteasas)136. 
Todas las caspasas se sintetizan en su forma inactiva (procaspasa). Cada
procaspasa consiste en un predominio N-terminal, una subunidad grande (de entorno 
a unos 20 kDa) y una subunidad pequeña (de entorno a unos 10 kDa). La ruptura y
heterodimerización de la subunidad grande y pequeña resulta en la activación de las
caspasas135. 
Se han identificado 14 miembros de la familia de las caspasas en mamíferos pero
no todos los miembros de esta familia participan en el proceso de la apoptosis. Las
caspasas se pueden dividir en tres subgrupos135:
 Caspasas iniciadoras: Son las capasas-2, -8, -9 y -10. Son las responsables de
la ruptura y activación de las caspasas efectoras.
 Caspasas efectoras: Son las capasas-3, -6, y -7. Las caspasas efectoras una
vez activadas procesan a su vez otros sustratos proteicos que mediarán en
las distintas vías de apoptosis. 
 Caspasas que participan en la activación de citoquinas: Son las caspasas-1, -
-4, -5, -11, -12, -13 y -14
Miembros de la familia Bcl-2
Bcl-2 es una familia de proteínas que regulan procesos de permeabilización
mitocondrial y constituyen un punto clave en apoptosis celular ya que algunos de los
miembros son pro-apoptóticos y otros de los miembros son anti-apoptóticos (Ver
Figura 6). El balance de expresión de los miembros de la familia Bcl-2 es uno de los 






   
 
      
     
       
     
      
 
     










Figura 6. Esquema de los miembros de la familia Bcl-2 y su implicación en la apoptosis 
Los miembros de la familia Bcl-2 se pueden dividir en subfamilias vienen definidas
en parte por la homología con cuatro regiones denominadas dominios de homología
Bcl-2 (BH)137. 
 La subfamilia Bcl-2 representa un grupo de proteínas apoptóticas y con
cuatro dominios de homología Bcl-2 (BH1-BH4). A este grupo pertenecen:
Bcl-xL, Bcl-w, Boo, Mcl-1, A1. 
 La subfamilia Bax que incluye a Bax, Bak y Bok los cuales son miembros pro-
apoptóticos y tiene tres dominios BH (BH1-BH3).
 La subfamilia BH3 que está formada por proteínas pro-apoptóticas como




















      
        
         
     




       
      
 
 
   
 
    
     
     
 
       
  
     
         
      
      
       
    
    




5.2 RUTAS DE SEÑALIZACIÓN Y SUPERVIVENCIA
La activación de las rutas de señalización relacionadas con la fosfatidil-inositol-3-
quinasa (PI3K) y las quinasas activadas por mitógenos (MAPKs) se ha relacionado con
el crecimiento y la supervivencia celular tras la exposición a algún tipo de estrés138,139.
En la presente Tesis se va a relacionar estas vías de supervivencia con la interacción
selenio-mercurio para averiguar más acerca de este antagonismo entre ambos
elementos.
Vía de PI3K/AKT
La familia PI3K incluye a un grupo de quinasas caracterizadas por fosforilar el
grupo 3’-OH del anillo inositol de los fosfatidilinositoles (PI), siendo el fosfatidilinositol-
(3,4,5)-trifosfato (PIP3) el más común140. Estas quinasas son heterodímeros formados
por una subunidad catalítica y una subunidad reguladora. 
La PI3K controla varias funciones clave como son la proliferación, supervivencia 
celular, migración y angiogénesis138,140. 
PI3K es capaz de fosforilar a fosfatidilinositol-(3,4)-bifosfato (PIP2) generando
fosfatidilinositol-3,4,5-trifosfato (PIP3), que es capaz de activar dianas
downstream141.La serina/treonina quinasa AKT es una de las principales diana de PIP3,
y en humanos se han descrito 3 isoformas diferentes (AKT1, AKT2 Y AKT3).
La unión de AKT a PIP3 provoca un cambio conformacional en AKT que hace que
sea fosforilada y, por tanto, activada por las quinasas dependientes de fosfatidilinositol
(PDKs)139. Entre las dianas de AKT se incluyen múltiples factores de transcripción y
proteínas de señalización, de manera que la activación de AKT deriva en la disminución
de los niveles de expresión o actividad de diversas proteínas proapoptóticas, como
FasL y Bim138,139,142, y en el incremento de las proteínas antiapoptóticas Bcl-2, Bcl-xL,
XIAPs138,139,143y de las proteínas de supervivencia como la propia AKT138,139. LA AKT
también modula la glicolisis en la célula y, por tanto, el desarrollo celular138. Una gran
parte de los efectos mediados por AKT tienen como objetivo favorecer la supervivencia
celular, siendo de gran importancia en determinados caso, como en la supervivencia
neuronal en el desarrollo del sistema nervioso144. 
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Vía de las proteínas quinasas activadas por mitógenos (MAPKs)
Las cascadas de MAPKs participan en una gran cantidad de programas celulares,
como diferenciación, movilidad, ciclo celular y muerte celular, y están conservadas
evolutivamente en todos los eucariotas145. 
Normalmente se encuentran organizadas en módulos que comprenden tres
quinasas, la última de las cuales tiene como dianas factores de transcripción. En
mamíferos se suelen diferenciar tres tipos de MAPKs: ERK, que generalmente regula el
crecimiento celular y diferenciación, p38-MAPK y JNK, éstas últimas más implicadas en
respuestas de estrés como inflamación y apoptosis145. 
Las ERKs poseen dos isoformas de 44 y 42 kDa denominadas ERK1 y ERK2
respectivamente146,147,148. La estimulación de ERK1/2 se relaciona principalmente con
los procesos de supervivencia y proliferación celular146,147,148. Así mismo, la activación
de las ERKs también se asocia con la fosforilación e inactivación de miembros
proapoptóticos de la familia de genes bcl-2 como Bad146,147. 
La activación de las JNKs, motivada por diferentes estímulos de estrés, se
relaciona de manera general con la inducción de apoptosis149,150 y también con la
estimulación de la supervivencia/proliferación celular149,151. Se ha descrito que las JNKs
desarrollan una función pro- o anti-apoptótia dependiendo del tipo celular, naturaleza
del estímulo, duración de su activación y la regulación de otras vías de
señalización150,151.
Las p-38 MAPKs, por lo general, son activadas simultáneamente con las JNKs por
estímulos de estrés148. Su activación, de manera similar a las JNKs, se relaciona con la
inducción de muerte celular152, la promoción de la supervivencia153, la proliferación153,
y la diferenciación celular153.
6. METODOLOGÍA ANALÍTICA PARA LA DETERMINACIÓN Y ESPECIACIÓNDE SELENIO Y MERCURIO
6.1 TRATAMIENTO DE MUESTRA
El tratamiento de muestra es, frecuentemente, la etapa más larga, laboriosa y
crítica para la detección y cuantificación de elementos metálicos a nivel de trazas154. El
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proceso debe ser, además, reproducible y eficaz, evitando pérdida de analito y/o
contaminación por parte de los reactivos y materiales empleados155,156,157. En todo
momento debe asegurarse la integridad tanto de la forma química como de la
concentración de la especie buscada.
Las matrices en las que se han de determinar los compuestos de interés pueden
tener características muy diferentes, siendo necesario en primer lugar establecer
metodologías de muestreo y conservación de muestras para después aplicar métodos
de extracción de las especies presentes.
Existen distintos factores que pueden ocasionar pérdidas, contaminación o
transformación de especies durante los procesos de toma y almacenamiento de la
muestra. Las fuentes de error en la etapa de muestreo para la posterior determinación
de selenio y mercurio pueden ser importantes como consecuencia de las bajas
concentraciones en que ambos analitos se encuentran en el medio ambiente. Por otro
lado, durante el almacenamiento de la muestra se puede alterar la concentración y la 
forma original del analito como consecuencia de interacciones químicas entre especies
o con el material del recipiente, por la acción microbiana, la temperatura, el pH, la luz,
etc158,159,160, por lo que en muchos casos puede requerirse la adición de agentes
conservantes para prevenir la degradación de las especies antes del análisis. 
La mayoría de las técnicas analíticas instrumentales empleadas para la
determinación de contenidos totales requieren la destrucción de la materia orgánica
presente en la muestra. Generalmente, el análisis de muestras biológicas y
medioambientales requiere una mineralización por vía húmeda de las muestras. 
En la digestión por vía húmeda es frecuente la adición de uno o más reactivos,
generalmente ácidos, con propiedades complementarias (ácido-base, redox y/o
complejantes) que mejoran el proceso de mineralización. La digestión se acompaña
con un calentamiento en placa calefactora o en horno (200-300ºC), bien en recipientes
cerrados o abiertos. En los recipientes cerrados se alcanzan no sólo altas temperaturas
sino también elevadas presiones que contribuyen a la destrucción de la materia
orgánica de una forma más eficaz. 
La digestión en sistemas abiertos sólo es adecuada cuando el analito a
determinar no forma especies volátiles, por lo tanto para la determinación de
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mercurio y de compuestos volátiles de selenio se recomienda realizar la mineralización 
por vía húmeda en recipientes cerrados. 
El empleo de hornos microondas se ha extendido en los últimos años por la
reducción del tiempo de mineralización, de la cantidad de reactivos, así como por la
eficiencia y reproducibilidad del proceso. La digestión puede llevarse a cabo con
HNO3161, HNO3-H2O2162, 163, 164, HNO3-H2SO4-H2O2165,166 o con mezclas del HNO3 con
otros ácidos167. El horno de microondas es por tanto, un dispositivo muy adecuado
para la determinación  de compuestos volátiles en diversas muestras.
Figura 6. Horno microondas
La radiación de ultrasonidos se ha empleado frecuentemente en el tratamiento
de muestras, siendo los métodos más empleados de dos tipos; baño y sonda. El baño
de ultrasonidos consta de un recipiente de acero lleno de agua y en el que la
distribución de la energía acústica es indirecta y de forma no homogénea. 
En la sonda de ultrasonidos con potencias incluso 100 veces superiores al baño
(Figura 6) la sonda se introduce directamente en la muestra. Con la sonda se alcanzan
altas temperaturas, por lo que a veces se requiere la aplicación de pulsos para
minimizar este incremento. Uno de los problemas que presenta es la emisión de







            
            
            
            
            
            
           
     
 
     
   
     
      
     
  
        
       
   
   
           
        
 
      
      

















P3 unta de Titanio 
Mu4 estra 
Ge5 nerador 
Figura 7. Representación esquemática de la sonda ultrasonidos.
Desgraciadamente, el contenido total de un determinado elemento en una
muestra no proporciona la información necesaria para evaluar el papel biológico que
desempeña, su toxicidad o su biodisponibilidad. De hecho, para explicar la actividad
biológica (biodisponibilidad, funcionalidad, toxicidad, etc.) de los elementos en el
medioambiente y/o seres vivos es imprescindible la identificación y cuantificación de
las especies presentes, es decir, es necesario lleva a cabo estudios de especiación.
La tarea de identificar y determinar en una muestra las diferentes formas
químicas en que se encuentra un determinado analito es extremadamente compleja, y
en la actualidad constituye uno de los importantes campos de investigación.
Los principales problemas se originan por las siguientes causas:
 Durante el tratamiento de la muestra se tienen que preservar las
especies. 
 Se debe disponer de técnicas de elevada sensibilidad para poder
cuantificar dichas especies. 
	 Falta de materiales de referencia certificados para la validación de
resultados y de patrones comerciales de las diversas especies para la
identificación de las mismas. 
	 Por último, la falta de conocimiento de la estabilidad de especies en




6.2 METODOLOGÍA PARA LA DETERMINACIÓN DE SELENIO Y SUS ESPECIES  El metabolismo, transporte, biodisponibilidad y toxicidad depende de la forma 
química en la que se encuentre el selenio en la muestra. El selenio existe bajo diversas 
formas químicas: especies inorgánicas (selenito, selenato) o especies orgánicas 
(selenoaminoácidos, formas metiladas y selenoproteínas). En la Tabla 3 aparecen 
distintas especies de selenio de interés en estudios de especiación: 
 
Tabla 3. Compuestos de interés en la especiación de selenio.
Nombre químico    FórmulaHidruro de selenio H2Se (volátil)Selenito Se032-Seleniato Se042-Selenocianato HSeCNCatión trimetilselenio (CH3)3Se+Dimetilselenio (CH3)2Se (volátil)Dimetildiselenio (CH3)Se-Se(CH3) (volátil)Dimetilseleniosulfuro (CH3)Se-S(CH3) (volátil)Dióxido de dimetilselenio (CH3)2SeO2 (volátil)Dimetilseleniopropionato (CH3)2Se+CH2CH2COOHMetilselenol CH3SeHÁcido metlselenínico CH3Se(O)OHÁcido metilselénico CH3SeOHSelenocisteína HOOCCH(NH2)CH2-Se-HSeleno-metil-selenocisteína HOOCCH(NH2)CH2-Se-CH3Selenocistina HOOCCH(NH2)CH2-Se-SeCH2CH(NH2)COOHSelenometionina HOOCCH(NH2)CH2CH2-Se-CH3Selenoetionina HOOCCH(NH2)CH2CH2-Se-CH2CH3γ-glutamil-Se-metil-selenocisteína H2NCH2CH2-CO-NHCH(COOH)CH-Se-CH3Selenocistationina HOOCCH(NH2)CH2CH2-Se-CH2CH(NH3)COOHSelenohomocisteína HOOCCH(NH2)CH2CH2-Se-HSelenoazúcares Varias estructuras de azúcaresSelenoproteínas Varias enzimas y proteínas 
 
Por lo tanto es importante conocer no solo el contenido total de selenio en una 
muestra, sino también en qué forma química se encuentra presente. 
La especiación de selenio (proceso analítico para la identificación y la 
cuantificación de las especies de selenio) consta de varias etapas: pretratamiento de la 
muestra (extracción, preconcentración, derivatización) separación de las especies e 
identificación. Cada una de estas etapas influye en la exactitud y la calidad del 
resultado final (identificación y cuantificación de especies). La especiación de selenio 
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no es una tarea sencilla puesto que el selenio se encuentra presente en las muestras
en bajas concentraciones y distribuido en distintas especies. La especiación requiere
que las especies de selenio se extraigan cuantitativamente de la matriz, se identifiquen
de manera inequívoca y se cuantifiquen correctamente. 
Tratamiento de la muestra
La elección del procedimiento del tratamiento de muestra depende de la matriz,
de la forma química en la que se encuentre el selenio en la muestra y de la
instrumentación elegida para la separación y la identificación de las especies. El
tratamiento de la muestra es la primera etapa del proceso en la que se deben extraer
cuantitativamente las especies de selenio evitando posibles interconversiones. 
Contenido de selenio total
Varios investigadores han señalado que la digestión por vía húmeda proporciona
una baja recuperación de selenio en muestras biológicas, además de requerir tiempos
elevados de digestión con el consiguiente riesgo de contaminación e incluso pérdida
de los compuestos volátiles de selenio. Todo ello puede originar resultados erróneos 
en  su cuantificación168. 
Considerando estos inconvenientes, la digestión en microondas es un método 
eficiente y efectivo de mineralización y liberación del selenio en las matrices biológicas
obteniendo una buena reproducibilidad y a su vez una reducción en los tiempos de
digestión. La digestión se lleva a cabo en reactores cerrados de teflón mejorando la
eficiencia de la digestión en comparación con los reactores abiertos y se evitan 
pérdidas por volatilización169. 
Extracción de especies de selenio
Los procedimientos de extracción cuantitativa de las especies de selenio no
deben ser agresivos para evitar que se produzca la transformación de especies o
pérdidas por volatilización, lo que llevaría a cometer errores en su cuantificación. Los
procedimientos de extracción más utilizados están basados en hidrólisis enzimáticas
empleando enzimas como por ejemplo la proteasa XIV o mezclas de enzimas como la
pronasa E/lipasa. También se han utilizado enzimas no proteolíticas para la extracción
de especies de selenio, como por ejemplo la driselasa, que es capaz de extraer a los 
compuestos de selenio unidos químicamente o físicamente a la pared celular. La
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hidrólisis ácida con HCl o la hidrólisis básica empleando hidróxido de tetrametilamonio
(TMAH) constituyen otras alternativas, pero en muchos casos asociadas a un riesgo de
que se produzca transformación de especies170. 
La hidrólisis enzimática generalmente requiere tiempos de extracción elevados 
(24-48h) lo que aumenta los riesgos anteriormente citados. Una manera de reducir los
tiempos de extracción y a su vez mejorar la eficiencia del proceso es acelerar la
extracción enzimática mediante el empleo de microondas o la energía de ultrasonidos.
En un estudio reciente se ha empleado la extracción enzimática asistida por
microondas (MAEE) utilizando una mezcla de pronasa E y lipasa en muestras de arroz
llegándose a conseguir una eficiencia de extracción del 100% en 4 minutos171. La 
misma técnica también se ha empleado para la extracción de las especies de selenio en
pescado, pero en este tipo de matriz la recuperación de las especies no fue
cuantitativa172. Todo ello pone de manifiesto que la eficiencia de extracción no solo
depende del tratamiento de muestra empleado sino de la matriz. 
La sonda de ultrasonidos constituye otra alternativa para acelerar la extracción
enzimática. La sonda de ultrasonidos produce un fenómeno denominado cavitación en
el cual se alcanzan elevadas temperaturas y presiones puntuales, favoreciendo así el
proceso de extracción mediante un aumento de la solubilidad de los analitos en el
medio extractante y un incremento de la difusividad de los analitos hacia el medio de
extracción. Con la sonda de ultrasonidos se consiguen extracciones cuantitativas de
selenio en un tiempo que oscila entre 30 s- 3 min173,174. 
La hidrólisis enzimática es necesaria en aquellos casos que queramos extraer
selenoaminoácidos unidos a proteínas (selenocisteína o selenometionina). Tanto la
selenometilselenocisteína como la especie γ-glutamilselenometilselenocisteína
pertenecen al grupo de aminoácidos no proteicos y solubles en agua, por lo que la 
extracción únicamente con agua caliente ha proporcionado recuperaciones elevadas
de ambos selenoaminoácidos170.
La extracción acelerada con disolventes (ASE) también se ha empleado con éxito
para la especiación. En este caso la muestra, sólida o semi-sólida, se pone en contacto
con un extractante alcanzándose, durante la extracción, temperaturas de 50-200oC y
presiones de 500-3000 psi durante cortos periodos de tiempo (5-10 min). ASE se ha
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empleado para la extracción de selenio de levaduras enriquecidas en selenio y de
plantas175,176,177. 
Gómez-Ariza et al. emplearon la extracción con líquidos presurizados (PLE) para 
la separación y detección de: selenocisteína, selenometionina, Se (IV), Se (VI) y
selenoetionina presentes en una muestra de levadura178. 
El empleo de extracciones secuenciales constituye otra estrategia para mejorar
los rendimientos de extracción. Mounicou et al. emplearon una extracción secuencial
en muestras de ajo liofilizadas. Para ello, inicialmente se llevó a cabo la extracción de
los compuestos de selenio solubles en agua, posteriormente para poder extraer los
compuestos adheridos a la pared celular se usó una mezcla de celulasa, chitinasa y β-
glucanasa. La tercera etapa consistió en una proteólisis con proteasa XIV para la
extracción de las especies de selenio unidas a proteínas, seguida de una hidrólisis ácida
para la liberación de los compuestos de selenio unidos a la materia orgánica. La
recuperación del Se2- y Se0 requirió el empleo de sulfito sódico y CS2,
respectivamente179. Encinar et al.180,181,182 emplearon otra estrategia de extracción
secuencial en una muestra de levadura, con el fin de diferenciar entre los compuestos
de selenio solubles o insolubles en agua, los compuestos unidos a proteínas o a
polisacáridos. Para ello primero se trató la muestra con agua caliente, seguida de la
adición de driselasa en Tris-HCl, posteriormente se extrajeron los compuestos
insolubles en agua y unidos a proteínas con Tris-HCl con SDS, el siguiente paso fue una
hidrólisis enzimática con pronasa y lipasa y para finalizar se realizó una hidrólisis básica
con TMAH. 
La fracción de selenio bioaccesible puede establecer utilizando un método in
vitro de digestión gastrointestinal. En este caso, el método de Luten et al.183 es el más
utilizado. Este procedimiento consiste en dos etapas, en la primera etapa se lleva a 
cabo la digestión gástrica sometiendo la muestra durante 4h y a 37oC a la acción del
jugo gástrico conteniendo un 6% de pepsina, en la segunda etapa se somete a la
muestra a la digestión gastrointestinal donde el residuo de la etapa anterior se trata
con 1.5% de pancreatina y 0.5% de amilasa, simulando así el jugo intestinal. 
Hay que tener en cuenta que durante el proceso de extracción se puede producir
la transformación de especies. Una de las más comunes es la oxidación de metionina y
la oxidación de selenocisteína. Para evitar o minimizar estas oxidaciones se han
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buscado distintas estrategias. Para el caso de la selenocisteína se puede emplear
iodoacetamida para proteger al grupo sulfhidrilo convirtiéndola en selenocisteína
carboximetilada. Otra alternativa para estabilizar tanto la selenocisteína como la
selenometionina es el uso de agentes reductores como son el DTT y el β-
mercaptoetanol170. 
Para las especies volátiles de selenio (Tabla 3) se ha empleado la extracción en
fase sólida (SPE) o la microextracción en fase sólida (SPME), siendo la combinación del
muestreo en espacio de cabeza conjuntamente con SPME la aproximación más
utilizada. Aún así, otros métodos como son el atrapamiento criogénico u otras técnicas
de atrapamiento también han sido empleadas para la extracción de especies volátiles
de selenio57. 
En los casos en que se requiera obtener información de las especies de selenio,
el tratamiento de la muestra debe asegurar que se mantiene la integridad de dichas
especies. Los tratamientos más comunes suelen consistir en: extracción en agua123,149 ,
mezcla de metanol y ácido clorhídrico184 o en una disolución reguladora, mediante
incubación a temperatura controlada o empleando un homogenizador185. 
La proteólisis constituye uno de los principales problemas en la extracción de
proteínas de la célula, por producirse la liberación de proteasas que normalmente
están separadas en diferentes compartimentos, produciendo la acidificación del medio
y la proteólisis. De esta manera, las proteínas se pueden desnaturalizar y exponer a
ataques proteolíticos. Con el objetivo de prevenir que esto ocurra, se recomienda la
extracción de proteínas a temperaturas bajas (4oC), en las que la actividad de las
proteasas es menor, mantener el pH entre 6 y 8, y añadir un cóctel inhibidor de
proteasas a la disolución reguladora185,186. 
Determinación de especies de selenio
Dado que existe un estrecho intervalo entre los niveles en los que el selenio se
considera esencial y tóxico, es de gran importancia que las medidas de las formas
químicas sean exactas. Este tipo de análisis entra dentro del campo de la especiación,
específicamente dentro de la especiación de selenio. Habitualmente, la única forma de
determinar las especies en tiempo real es mediante el acoplamiento de dos técnicas:
una técnica para separar las especies químicas de interés y un método de detección
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sensible que permita la determinación del analito a bajos niveles de concentración,
que es lo que se conoce con el nombre de técnicas híbridas.
Técnicas híbridas
 Se han desarrollado una gran variedad de técnicas híbridas para abordar los
problemas de la especiación. En los primeros estudios de especiación se puso de
manifiesto que las mezclas complejas no podían ser analizadas sin el empleo de una
técnica previa de separación. Sin embargo, los detectores convencionales que se
emplean en los métodos de separación no proporcionaban información específica para
el elemento, la cual no solo es útil sino necesaria en los estudios de especiación. La
cromatografía de gases y la cromatografía de líquidos se acoplaron por primera vez a
detectores elementales a finales de los años 70 y principios de los 80 por Van Loon187 y
Suzuki188. Las configuraciones iniciales emplearon la absorción atómica, la
fluorescencia atómica, y los espectrómetros atómicos de emisión. Posteriormente, las 
continuas mejoras en la espectrometría de masas iónica elemental dieron origen a un
aumento de su empleo en técnicas hifenadas. En particular, el acoplamiento HPLC-ICP-
MS ha sido ampliamente aplicado en los estudios de especiación llegándose, incluso, a
convertir en técnica de rutina189. Otras técnicas de separación empleadas han sido la
cromatografía de gases190, aunque esta técnica está restringida a compuestos volátiles,
a menos que se empleen técnicas de derivatización previa y la electroforesis capilar
(CE)191-193, debido a su alta eficacia de separación y a los pequeños volúmenes de
muestra que requiere.
Para la determinación de las especies de selenio la técnica más común para la 
detección es el ICP-MS, puesto que proporciona bajos límites de detección y la 
posibilidad de realizar medidas de relaciones isotópicas, ambas características muy
útiles a la hora de detectar y cuantificar los bajos niveles de selenio en las muestras.
ICP-MS y Selenio
La técnica de ICP-MS fue desarrollada, hace dos décadas, por los grupos de
investigación de Houk y Gray. El ICP-MS ofrece varias ventajas para la especiación
frente a otro tipo de detectores. Estas ventajas incluyen análisis multielemental,
determinación de relaciones isotópicas y una elevada sensibilidad con un amplio
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intervalo dinámico lineal194. El ICP-MS ofrece un intervalo dinámico lineal de 4 a 11
órdenes de magnitud para la mayoría de elementos químicos195. 
El selenio posee interferencias espectrales lo que conlleva dificultades a la hora
de su detección mediante el ICP-MS. La formación de iones poliatómicos en el plasma
provoca interferencias con algunos de los isótopos de selenio196,197 (ver Tabla 4). La
mayor interferencia es la formación del dímero 40Ar2+ que solapa con el isótopo más
abundante: 80Se. Por este motivo se suelen monitorizar isótopos menos abundantes:
82Se, 78Se, 77Se. Para la especiación de selenio se suele emplear HPLC-ICP-MS cuyas
fases móviles pueden generar iones poliatómicos que interfieren con la medida de los
isótopos de selenio. En muchas ocasiones algunas interferencias pueden ser
eliminadas cromatográficamente. Chassaigne et al.198 monitorizaron la relación entre
los isótopos 78Se y 82Se para verificar la existencia de interferencias debido a la
formación de 12C35Cl2, a causa del Tris-HCl empleado como fase móvil. Se observó que
la relación entre los isótopos de selenio coincidía con su abundancia natural relativa, lo
que puso en evidencia que no existen interferencias con el empleo de esta fase móvil.
En la Tabla 4 se detallan los distintos isótopos de Se, sus abundancias en % así como las
posibles interferencias isobáricas y poliatómicas más importantes.
Tabla 4: Abundancia natural de los isótopos estables de selenio y sus interferencias isobáricas y
poliatómicas
I i Abundancia Interferenciassotopo de selen o (%)
74 0.89 38Ar36Ar+, 37Cl2+, 40Ar34S+ , 74Ge+ 
76 9.37 40Ar36Ar+ , 40Ar36S+ , 31P214N+ , 38Ar2+, 76Ge+ 
77 7.63 40Ar37Cl+ , 40Ar36ArH+, 38Ar2H+, 40Ar37Cl+ 
78 23.77 40Ar38Ar+ , 78Kr+ , 31P216O+ 
80 49.61 40Ar2+ , 79BrH+
82 8.67 40Ar2H2+, 82Kr+, 40Ar42Ca+, 81BrH+, 12C35Cl2,
34S16O3+, 81BrH+ 
El empleo de celdas de colisión o reacción constituye una alternativa importante
para la eliminación de las interferencias poliatómicas. La celda de colisión o reacción se
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sitúa antes del cuadrupolo. La celda consiste en un multipolo (cuadrupolo, hexapolo u
octopolo) y opera en modo de radio frecuencia para hacer colisionar o reaccionar  a los
iones en la celda con un gas de colisión o reacción. En la celda de colisión los iones 
poliatómicos colisionan con un gas inerte reduciendo su energía evitando así que
interfieran con los analitos de interés. En la celda de reacción, los interferentes o los
iones de los analitos reaccionan químicamente con un gas. El dímero de argón (40Ar2+),
el cual interfiere con 80Se+, se puede minimizar con el empleo de celdas de colisión o
reacción. El helio es un gas inerte y se usa a menudo en las celdas de colisión para
todos los elementos y ocasionalmente para el selenio199,200. Los gases empleados para
eliminar las interferencias del selenio en las celdas de colisión o reacción son:
hidrógeno, óxido de nitrógeno199, metano201 y combinaciones de nitrógeno y
amoniaco202. El hidrógeno es el gas mas empleado para el análisis de selenio, se ha
demostrado que el hidrógeno es capaz es reducir hasta 6 órdenes de magnitud la
interferencia provocada por el dímero de argón203,204. Los límites de detección
alcanzados con el empleo de hidrógeno son mejores que los que se alcanzan con helio
u óxido de nitrógeno199. Aún así hay que tener ciertas precauciones a la hora de
emplear las celdas de colisión o reacción para la determinación del selenio, puesto que
si se emplea hidrógeno como gas de reacción pueden aparecer nuevas interferencias.
Si hay bromo en las muestras se pueden producir interferencias poliatómicas debidas a
la formación de 79Br1H+ y 81Br1H+. Los fluidos extracelulares, como la orina y el plasma,
contienen altos niveles de bromo que puede ocasionar una sobreestimación de los
niveles de 80Se y 82Se.
El elevado potencial de ionización de selenio (9.75eV) limita el grado de
ionización en el plasma. Varios autores han propuesto el empleo de modificadores
orgánicos205,206, que aumentan el contenido de C+ y por tanto favorecen la ionización
de compuestos con menores energías de ionización que el carbono (11.25 eV)
transfiriendo así, electrones al carbono. Warburton et al.207 adicionaron metano al ICP
y observaron que lo límites de detección mejoraban, en un factor de 9, en
comparación con el plasma de Ar convencional.
Otra estrategia para mejorar la sensibilidad es el empleo de nebulizadores
ultrasónicos. Se ha comprobado que con el uso de nebulizadores ultrasónicos los
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límites de detección alcanzados son 6 veces menores que los obtenidos con
nebulización neumática.
La dilución isotópica se ha usado frecuentemente con objeto de cuantificar las 
especies de selenio. La dilución isotópica consiste en la adición de una cantidad
conocida de un isótopo enriquecido de selenio a la muestra. Los efectos de deriva de la
señal y otros efectos relacionados con la matriz se minimizan con el uso de la dilución
isotópica como patrón interno.
HPLC-ICP-MS
Para la interfase entre el HPLC y el ICP-MS los nebulizadores más utilizados son
los neumáticos, tanto los concéntricos como los de flujo cruzado. Los flujos que
habitualmente se emplean en HPLC oscilan entre 0.2-1.5 ml min-1 los cuales son
compatibles con los sistemas de nebulización convencional utilizando los
nebulizadores de flujo cruzado o bien los concéntricos. Para minimizar el
ensanchamiento de los picos, la línea de transferencia desde la salida de la columna
hacia el nebulizador tiene que ser lo más corta posible.
La eficiencia de transporte de la muestra es generalmente más pequeña cuanto
mayor es el flujo del sistema de HPLC. Con los nebulizadores concéntricos esta
eficiencia es tan de solo un 2% pero puede mejorar hasta un 20% usando flujos de
0.1% ml min-1. Mo obstante, este tipo de flujos requiere el uso de micro-nebulizadores.
Uno de los inconvenientes del acoplamiento HPLC-ICP-MS es que a veces es
necesario el empleo de modificadores orgánicos. El ICP-MS es capaz de tolerar hasta
un 5% de modificadores orgánicos, concentraciones superiores originan problemas de
inestabilidad del plasma y depósitos de carbono en los conos208. Estos problemas se
pueden minimizar con la adición de oxígeno al flujo de nebulización, o incrementando
la frecuencia de radio frecuencia del plasma, empleando conos de platino reduciendo,
el flujo de nebulización o incluso usando sistemas de nebulización directa (DIN) o un 
nebulizador con una membrana de desolvatación. La refrigeración de las cámaras de
nebulización también ha resultado ser muy eficaz. Si el elemento a determinar
estuviese presente en concentraciones muy elevadas, una alternativa podría ser la
dilución post-columna. Otra alternativa es el empleo de micro- o nano-nebulizadores
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con flujos que van desde 200 nL min-1 hasta 4 µL min-1 lo que permite aumentar la
cantidad relativa de modificadores orgánicos en la fase móvil209. 
La cromatografía de gradiente puede provocar problemas en el ICP-MS ya que el 
cambio en la composición de la fase móvil altera la temperatura del plasma y con ello 
la densidad electrónica, lo que provoca una variación en las eficiencias de ionización y
en la energía de los iones formados. Empleando una cámara de nebulización, si se
produce un cambio en la concentración de los disolventes, se puede producir lo que se
conoce como efecto memoria debido a la adhesión de los disolventes a las paredes de
la cámara de nebulización y debido a la re-volatilización210. 
HPLC es la técnica de separación más empleada para la separación de las
especies de selenio, puesto que la mayoría son especies no volátiles (ver Tabla 3).
Presenta una mayor versatilidad que la cromatografía de gases, ya que para análisis de
compuestos no volátiles requiere una etapa previa de derivatización. 
Los límites de detección para el selenio usando HPLC-ICP-MS son generalmente
bastante bajos y se pueden mejorar con el empleo de las celdas de colisión o reacción. 
El fácil acoplamiento entre el HPLC y el ICP-MS y los bajos límites de detección
que se consiguen, hacen del acoplamiento HPL-ICP-MS la técnica más empleada para
los estudios de especiación de selenio. Los mecanismos de separación más empleados
son el de intercambio iónico, fase inversa, pares iónicos, exclusión molecular,
cromatografía quiral entre otras. 
Cromatografía de fase inversa y pares iónicos:
En la cromatografía de fase inversa (de amplio uso para la especiación se selenio)
la fase móvil es acuosa y puede contener cierta proporción de modificador orgánico y
la fase estacionaria es menos polar que la fase móvil. Cuando se basa en la formación
de pares iónicos se le añade un contraion a la fase móvil que juega un papel en el
control de la selectividad y retención de los analitos. La cromatografía de pares iónicos
facilita la separación de especies iónicas y también de especies neutras, siendo esta
una de las ventajas de este modo de separación. La separación de los analitos por
pares iónicos depende de algunas variables como son la concentración de disolución
reguladora, el pH, la fuerza iónica de la fase móvil, la hidrofobicidad del contraion y
también de las propiedades de la fase estacionaria. La elección de la fase estacionaria
depende de los analitos a separar. Para los selenoaminoácidos se emplean fases
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estacionarias con cadenas hidrocarbonadas largas (C18 o C8) mientras que para
selenoproteínas o péptidos se usan fases estacionarias con cadenas hidrocarbonadas
más cortas (C8 o C4).
Vonderheide et al.211 consiguieron separar selenito, selenocisteína,
selenometionina y selenoetionina utilizando la cromatografía de fase inversa con pares
iónicos empleando para ello una columna C8. La fase móvil fue 90/10 (v/v)
agua/metanol con 5 mM de citrato y 5 mM de ácido hexanosulfónico como par iónico. 
Generalmente las concentraciones de TFA (ácido trifluoroacético) son bajas
(0.1% o menos), pero se ha demostrado que concentraciones más elevadas de TFA
(1%) mejora la resolución de los compuestos orgánicos de selenio y algunos
selenoaminoácidos212,213 . El empleo de HFBA (ácido heptafluorobutanoico) como
formador de par iónico mejora la resolución de muchos de los compuestos orgánicos
de selenio. Kotrabi et al.214 separaron 20 compuestos de selenio con una buena
resolución empleando una columna RP-8 en modo isocrático cuya fase móvil era 99/1
(v/v) de agua/metanol con 0.1% HFBA. Las fases móviles que contiene un 0.1% de
HFBA presentan mejor resolución para los compuestos de selenio que aquellas que
contienen 0.1 % PFPA (ácido pentrafluoropropinoico) o 0.1% TFA214. Las fases móviles
que contienen HFBA se usan en estudios con sistemas de detección alternativos al ICP
(ESI-MS) que nos permite obtener información estructural de los compuestos de
selenio. Montes-Bayon et al.215 utilizaron una fase móvil 0.1% HFBA con 90/10 (v/v)
agua/metanol con una columna C8 para estudiar los extractos obtenidos de Brassica.
Juncea usando ESI-MS en paralelo con análisis con el ICP-MS.
Intercambio iónico:
Con la cromatografía de intercambio iónico se pueden separar iones o analitos
fácilmente ionizables. La cromatografía de intercambio iónico utiliza un mecanismo de
intercambio entre iones de la fase estacionaria e iones de carga opuesta presentes en
la fase móvil. Hay dos tipos de cromatografía de intercambio iónico: aniónico y
catiónico, y ambos tipos se han utilizado para la especiación de selenio. La fuerza
iónica de los analitos, el pH de la fase móvil, la temperatura y la fuerza iónica de la fase
móvil pueden influir en la separación y en la retención de los analitos. 
Huerta et al.216 separaron selenometionina, selenito y selenato de un extracto de
levadura usando una columna de intercambio aniónico con una fase móvil de citrato
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amónico en un 2% de metanol en modo isocrático. Utilizaron un gradiente de pH para 
separar compuestos procedentes de extractos de harina. Larsen et al.217 emplearon
una columna de intercambio catiónico usando un gradiente de 0.75 mM hasta 8 mM
de formiato de piridina y 97/3 (v/v) de agua/metanol, consiguiendo separar 10
compuestos orgánicos de selenio. Reyes et al.218 analizaron los extractos de levadura
usando una fase móvil de fosfato e intercambio aniónico.
Las fases móviles más comunes en la cromatografía de intercambio iónico
contienen fosfato198,218, citrato184 y formiato201,217. Aún así, se intenta evitar las fases
móviles que contienen fosfato de sodio o de potasio ya que producen residuos en los
conos del ICP-MS. Como alternativa se intentan utilizar disoluciones reguladoras
volátiles cuando se usa la cromatografía de intercambio iónico.
Exclusión molecular:
La cromatografía de exclusión molecular (SEC) se suele utilizar en estudios de
especiación de selenio para caracterizar selenoproteínas. 
La cromatografía de exclusión molecular separa los compuestos según su
volumen hidrodinámico.
SEC no ofrece una gran resolución a la hora de identificar las especies mediante
ICP-MS, por eso se suele emplear en combinación con otros métodos cromatográficos. 
Mounicou et al.219 usaron una cromatografía bidimensional para separar las proteínas
de selenio encontradas en B. juncea. Una columna Superdex 75 se empleó para
colectar las fracciones de B. juncea; estas fracciones se analizaron posteriormente por
una columna de intercambio aniónico Mono Q 5/50 GL. Moreno et al.220 emplearon
dos columnas diferentes de exclusión molecular: Biosep-SEC-200 y Superdex Peptide
HR 10/30 en combinación con una columna de intercambio catiónico: Hamilton PRP-
X200 para el estudio de compuestos de selenio en distintas muestras: pescados,
mariscos, trébol, trigo, harina y levadura.
 La cromatografía SEC también se ha utilizado en combinación con otras técnicas 
de separación como por ejemplo con la electroforesis capilar para la especiación de
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La presencia de átomos de carbono asimétricos en los α-aminoácidos y en varios
compuestos de selenio produce enantiómeros quirales con diferentes actividades
biológicas y fisiológicas. Hay dos maneras de separar los compuestos quirales:
a) Mediante el empleo de una fase estacionaria quiral 
b) Mediante una derivatización pre-columna con un agente quiral y posterior
separación de los diastereoisómeros en una columna de HPLC quiral.
Se han utilizado fases estacionarias quirales para la separación de enantiómeros
de selenometionina en extractos de levadura222. Sutton et al.223 propusieron un
método para separar los enantiómeros D,L-selenometionina, D,L-selenoetionina y D,L-
selenocistina y Ponce de Leon et al.224 lo aplicaron a la separación de enantiómeros de
un extracto de cebolla enriquecida en selenio.
La derivatización pre-columna con un agente quiral también se ha empleado en 
la especiación de selenio. Montes-Bayón et al.225 emplearon la derivatización con el
reactivo Marfey (1-fluoro-2,4-dinitrofenil-5-L-alanina amida) para analizar varios
suplementos alimenticios y una disolución parenteral de selenometionina. En dicho
estudio se demostró que la disolución parenteral de selenometionina contenía D- y L-
selenometionina.
Otros tipos de HPLC:
Mazan et al.199 separaron selenito y selenato usando una fase estacionaria de
carbón poroso grafitizado.  
La cromatografía de afinidad también se ha utilizado para separar compuestos
de selenio; Reyes et al.226 usaron columnas de afinidad de sefarosa para la
caracterización de selenoproteínas.
Como se ha comentado previamente, la cromatografía de fase inversa con pares 
iónicos facilita la separación de especies iónicas y también de especies neutras. No
obstante, este mecanismo de separación acoplado con el ICP-MS, no posibilita la
detección de los compuestos inorgánicos de selenio ya que eluyen en el volumen
muerto. Para la separación de este tipo de compuestos, el empleo de la cromatografía
de intercambio iónico constituye la mejor técnica de separación. Por otra parte, con el
empleo de la cromatografía de intercambio aniónico, la selenocistina eluye en el
volumen muerto y coeluye con selenometionina oxidada. El empleo de un modo mixto
de HPLC, combinando la cromatografía de intercambio iónico y la de fase inversa
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constituye una buena alternativa para la resolución de los problemas mencionados. ,.
Así, Peachy et al227. consiguieron separar selenocistina, seleno-metil-selenocisteina,
selenometionina, ácido metilselénico, γ-glutamil-metil-selenocisteina y selenato
usando el modo mixto de HPLC-ICP-MS en un cromatograma de 20 minutos. 
CE-ICP-MS
La principal ventaja del análisis mediante CE es la capacidad de esta técnica de
separación para el análisis diferentes tipos de muestra por proporcionar una elevada 
resolución para cationes, aniones y pequeños iones metálicos, complejos de metales
con ligandos orgánicos, compuestos organometálicos y macromoléculas. Estas 
características han hecho de la CE una técnica muy útil para la especiación de selenio.
A pesar de su alta eficacia y versatilidad, el pequeño diámetro del capilar y los bajos 
volúmenes de muestra limita la obtención de bajos límites de detección57. Otro
problema que se presenta en el uso de CE es la pérdida de analitos por adsorción
química o por captura en la doble capa eléctrica de las paredes del capilar57. El
acoplamiento de CE al ICP-MS presenta complicaciones otros problemas como son230:
- Mantener la conexión eléctrica en ambos extremos del capilar.
- El flujo que emerge del capilar tiene que ser adaptado a los requerimientos
de flujo del ICP-MS, lo que influye directamente en la resolución.
CE se ha utilizado, en la especiación, de selenio como parte de las separaciones
bidimensionales57. Mounicou et al.221 colectaron las fracciones obtenidas por exclusión
molecular de un extracto de levadura y posteriormente fueron separadas y detectadas
por CE-ICP-MS. Así se lograron separar los siguientes compuestos: seleniato, selenito,
selenocistina, selenometionina y selenoetionina. 
Day et al.228utilizaron CE-ICP-MS para la separación de los isómeros de
selenometionina usando el reactivo Marfey. 
GC-ICP-MS
En la cromatografía de gases (GC) se requiere de una línea de transferencia como
interfase entre el GC y el ICP-MS. Esta línea de transferencia requiere calentamiento
para evitar la condensación de los analitos volátiles229. El uso de vidrio o cuarzo230,231 
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para la fabricación de las líneas de transferencia proporciona una superficie inerte y
minimiza la adsorción o la condensación de los analitos.
Debido a la elevada eficiencia de transporte, GC-ICP-MS es más sensible que
HPLC-ICP-MS y CE-ICP-MS para la especiación de los selenocompuestos232. Las especies
volátiles más abundantes encontradas en muestras biológicas y medioambientales son
los metilseleniuros (ver Tabla 3) que se analizan habitualmente mediante GC. Donard 
et al.233,234,235 analizaron compuestos volátiles de selenio empleando un sistema de
purga y atrapamiento criogénico. También se ha empleado la microextracción en fase
sólida (SPME) para los compuestos volátiles de selenio236. 
Se han analizado también compuestos no volátiles de selenio usando GC
mediante derivatización previa de los analitos. Yang et al.237 derivatizaron la
selenometionina con bromuro de cianógeno. Vondeheide et al.238 derivatizaron
previamente con isobutilcloroformiato y luego extrajeron los compuestos de Se
mediante SPME para separar selenometionina, selenoetionina y selenocistina
mediante GC.. 
En la especiación de selenio mediante GC también se pueden obtener
separaciones quirales. Mendez et al.239 usaron como agente derivatizante N-
trifluoroacetil-O-isopropil y los compuestos se separaron usando una columna con fase
estacionaria quiral: L-valina-tert-butilamida modificada polidimetilsiloxano (Chirasil-L-
Val). En este estudio se separaron los isómeros de una disolución parenteral
selenometionina y de una levadura comercial selenizada.
Detección de las especies de selenio mediante empleo de espectrometría de
masas molecular
La fuente de ionización del ICP-MS es una fuente de ionización dura, lo que
conlleva la pérdida de información estructural de los compuestos pero sin embargo,
proporciona unos bajos límites de detección de numerosos elementos. En los estudios
de especiación con el ICP-MS previamente a su detección se usa una técnica de
separación de los compuestos. La identificación de las especies se realiza mediante
comparación de los tiempos de retención de los analitos y los patrones. Para una
identificación inequívoca de las especies240 se recomienda el empleo de al menos dos
técnicas con mecanismos diferentes de separación. 
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Uno de los principales problemas de los estudios de especiación es la falta de
patrones para ciertas especies . El ICP-MS al no aportar información estructural, no
permite llevar a cabo la identificación de las especies en ausencia de patrones. Por
ello, el empleo de técnicas de espectrometría de masas molecular, como ESI-MS/MS,
es necesaria para obtener información estructural de las especies. 
ESI (ionización por electrospray) consiste en una fuente de ionización suave que
produce iones moleculares sin fragmentaciones significativas. Actualmente, la técnica
ESI-MS ha sustituido a la espectroscopia de resonancia magnética nuclear (RMN) ya
que requiere volúmenes de muestra inferiores y una menor purificación de los 
extractos. En situaciones donde no se pueda emplear ESI-MS, se utiliza el MALDI
(desorción/ionización laser asistida por la matriz), a pesar de requiere la inmovilización
previa de la muestra. 
Cuando se utiliza ESI-MS u otra técnica de espectroscopía de masas que
produzca iones moleculares, la información estructural se consigue mediante el
empleo de la  espectrometría de masas en tándem (MS/MS). 
HPLC/GC/CE 
Separación 







Figura 8. Contribución de diferentes herramientas analíticas al campo de la especiación 
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Los elevados límites de detección, en comparación con el ICP-MS, constituye la
principal desventaja de ESI-MS ya que no permite la identificación especies que estén a 
niveles de ultra-trazas. De hecho, en la mayoría de los estudios con muestras
biológicas, se requiere aplicar técnicas de preconcentración previas al análisis por ESI-
MS. Otra de las desventajas de ESI-MS es la supresión de la señal del analito en las
matrices complejas. La presencia de elevados contenidos en sales, que pueden estar
presentes en las disoluciones reguladoras de HPLC o en los electrolitos de CE,
suprimen la ionización de los analitos y por lo tanto originan una disminución en la
intensidad de la señal analítica. La técnica MALDI-MS se ha aplicado como alternativa
cuando la matriz de la muestra supone un problema para la detección e identificación
por ESI-MS.
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Se han realizado varios estudios de especiación de selenio en los que la
información obtenida por el ICP-MS se complementa con la proporcionada por el ESI-
MS. Muchos de estos estudios se han realizado en patrones, levadura y en extractos de
plantas puesto que las concentraciones de selenio en estos tipos de muestra son
significativamente mayores que en los tejidos y los fluidos biológicos 
La identificación de los compuestos de selenio en muestras biológicas es posible
debido al perfil isotópico característico del selenio (Ver Figura 9). 
6.3 METODOLOGÍA PARA LA DETERMINACIÓN DE MERCURIO Y SUS ESPECIES
Las técnicas para la determinación de las especies de mercurio son muy variadas,
tal y como se esquematiza en la Figura 10. A continuación se describen en detalle
algunas de las técnicas empleadas para la determinación de las especies de mercurio. 
Pre-tratamiento 
Extracción (Líquido/Líquido, SPME) 
Derivatización (Generación de hidruros,alquilación) 










Cromatografía de líquidos 
Cromatografía de gases 
Electroforesis capilar 








Figura 10. Técnicas para el pre-tratamiento, preconcentración, cuantificación y detección
de las especies de mercurio
Tratamiento de la muestra
Los métodos más comunes para la extracción de las especies de mercurio son la 
extracción ácida, la destilación y la extracción alcalina. 
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La extracción ácida en combinación con la extracción con disolventes fue
propuesta por Westöö241 para la extracción de metilmercurio en muestras de
alimentos. En dicho método la muestra se pone en contacto con HCl concentrado y
posteriormente se realiza la extracción en benceno. Para llevar las especies de
mercurio a la fase acuosa, estas se transforman en hidróxidos, mediante hidróxido
amónico, en una fase acuosa saturada con sulfato sódico.
Con el fin de facilitar la transferencia de fase se usan comúnmente cisteína,
tiosulfato u otros compuestos con grupos tiólicos,242 debido a que muchas veces, antes
de separar los compuestos mediante cromatografía de gases, la fase acuosa se
acidifica con HCl para su reextracción en benceno antes del análisis. 
Se han llevado a cabo varias modificaciones del método de Westöö: en medio
ácido mineral, NaCl243,244, KBr245-247 y ácido iodoacético248,249, usando extracciones
sucesivas con compuestos orgánicos como el benceno250,251, tolueno252,253,
cloroformo245,254o diclorometano255,256. 
Varios autores recomiendan una reextracción a un medio acuoso con el objetivo
de limpiar y preconcentrar las especies extraídas usando para ello cisteína o tiosulfato
sódico241,253.
La destilación constituye otra de las estrategias utilizada para la extracción de
especies de mercurio, inicialmente propuesta por Nagase et al.257 y Horvat et al.258 
Para ello, la muestra sólida se trata con H2SO4 diluido o HCl en presencia de un exceso
de NaCl y la mezcla se calienta a 150oC. Emplearon este método de extracción para la
separación no cromatográfica de mercurio inorgánico y metilmercurio. La formación
“artificial” de metilmercurio por la presencia de sustancias orgánicas naturales, tanto
en aguas como en sedimentos,  es una de las desventajas del método. 
La digestión alcalina, utilizando KOH-metanol259 o hidróxido de tetrametilamonio
(TMAH)260, se ha propuesto como método de extracción de metilmercurio de muestras
biológicas y sedimentos. Se ha observado que el tratamiento con TMAH en muestras
de pescado provoca la formación artificial de dimetilmercurio lo que constituye una
fuente de error en la identificación y cuantificación de las especies de mercurio261. 
La extracción con fluidos supercríticos también se ha empleado para la
extracción de metilmercurio en sedimentos262,263. 
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Los métodos tradicionales de extracción (digestión ácida, alcalina y destilación),
anteriormente comentados para las especies de mercurio son complejos y tienen una
baja eficiencia con un consumo elevado de disolventes y riesgo de pérdidas de
especies. Además, métodos como la destilación  y la extracción alcalina pueden formar
metilmercurio de forma artificial a partir del mercurio inorgánico264. 
La extracción asistida por microondas 265empleando ácidos266,267 y disolventes
orgánicos268 se ha utilizado como método alternativo para la extracción de
metilmercurio en sedimentos, y de especies de mercurio en pescado (usando como
disolución extractante una mezcla de 2-mercaptoetanol y L-cisteína269).
La sonda de ultrasonidos constituye otra alternativa utilizada por su capacidad de
acelerar y mejorar la eficiencia de le extracción de los compuestos de mercurio en
pescado270. 
La hidrólisis enzimática se ha aplicado para la extracción de las especies de
mercurio dada la eficiencia de la tripsina271, proteasa XIV, lipasa y/o celulasa272-275,
pronasa276, pronase E277,278 y subtilisina279 para la extracción de metales en varios
tejidos. Este tipo de hidrólisis ofrece la ventaja de actuar específicamente en los
enlaces químicos, evitando la alteración de la forma química de las especies de
mercurio. Se ha empleado tanto proteasa XIV280, como una mezcla de proteasa XIV y
lipasa281 para la extracción de especies de mercurio en muestras de pescado.
La extracción con compuestos con grupos sulfhidrilo, dada su afinidad por los
compuestos de mercurio, constituye otro método de extracción alternativo de
especies de mercurio. El empleo de extractantes tanto de 2-mercaptoetanol264como
de L-cisteína282 han proporcionado recuperaciones cuantitativas de las especies de
mercurio en pescados. 
El empleo de técnicas de preconcentración de especies de mercurio ( extracción 
líquido-líquido283, microextracción en fase sólida284 y atrapamiento criogénico285) se
han utilizado con frecuencia debido a la baja concentración (del orden de pg L-1) del
mercurio en las muestras. 
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Determinación de especies de mercurio 
En la etapa de separación, las técnicas más empleadas son las cromatográficas,
aunque existen algunos sistemas no cromatográficos para la separación y
determinación de las especies de mercurio una vez extraídas de la matriz. 
Métodos no-cromatográficos
Uno de los métodos más sensibles y selectivos, para la cuantificación de
mercurio, es la técnica de vapor frío acoplado a la espectrometría de absorción
atómica (CV-AAS) o a la fluorescencia atómica (CV-AFS). La mayoría de los métodos no
cromatográficos están basados en una reducción diferencial con cloruro estannoso (Hg
inorgánico) y NaBH4 (Hg total) de los extractos. Por lo general, la determinación del
contenido de mercurio orgánico en la muestra se lleva a cabo por diferencia entre el 
contenido total y el inorgánico286.
Los compuestos orgánicos de mercurio también se pueden reducir a mercurio
elemental empleando una mezcla de SnCl2-CdCl2287o con SnCl2-NaBH4288,289 y FeCl3-
NaBH4290. 
El mercurio inorgánico y el mercurio total se han determinado en muestras de pescado
usando diferentes tratamientos oxidativos (KBr/KBrO3) y CV-AFS después de una
extracción asistida por ultrasonidos
El mercurio inorgánico y el mercurio orgánico se pueden separar usando
distintos tipos de fases sólidas, como polianilina291, fibras de algodón de sulfhidrilo292,
2-mercaptoetanol cargado en un gel de silica293. Tanto el mercurio orgánico como el 
inorgánico también se pueden separar mediante complejación con diferentes ligandos
(fosfato o carbamatos), retención posterior en soportes sólidos y finalmente detección
mediante ET-AAS, CV-AFS o CV-AAS. 
La determinación selectiva de metilmercurio en alimentos se ha realizado
mediante microextracción en fase sólida en espacio de cabeza GC y posterior
detección por espectrometría de absorción atómica294. Para la determinación de
metilmercurio en muestras de pescado la generación del vapor frio (con cloruro
estañoso o borohidruro) y la microextracción en fase sólida sobre el espacio de cabeza 
se han aplicado tras una extracción previa asistida por ultrasonidos294.
La oxidación mediante sonolisis se ha empleado para la conversión de los
compuestos orgánicos de mercurio en mercurio inorgánico y la subsiguiente
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determinación mediante FIA-CV-AAS después de la reducción del mercurio inorgánico
con NaBH4 o SnCl2295. 
La generación de vapor frío en la fase orgánica tras una extracción líquido-líquido
en xileno y detección mediante ICP-AES296 constituye otra alternativa de
determinación de metilmercurio y se ha aplicado a aguas de mar y orinas. Ambos
procesos de separación, líquido-líquido y gas-líquido) se realizan on-line.
La electroforesis capilar se ha empleado como técnica complementaria a la
cromatografía de gases y a la cromatografía de líquidos . La separación mediante
electroforesis capilar es más rápida y eficiente que la cromatografía de líquidos. La
desventaja de la electroforesis es el elevado límite de detección debido al pequeño
volumen de inyección. Para mejorar los límites de detección de la electroforesis
capilar, al igual que en el caso del selenio, se tiende a desarrollar métodos de pre-
concentración o a acoplar la electroforesis capilar a detectores más sensibles. 
Métodos cromatográficos
Los métodos cromatográficos permiten, por lo general, separar en una sola
etapa todos los compuestos de mercurio. 
Cromatografía de gases:
Es la técnica más utilizada de especiación de mercurio debido a su elevada 
resolución, fácil manejo y facilidad de acoplamiento a un gran número de detectores. 
Inicialmente se empleaban columnas de longitud y diámetro interno variable (15-
30m y 0.3-0.75 cm ID respectivamente) empaquetadas con OV 101 absorbido sobre un
soporte sólido de Chromosorb W-HP297o columnas de vidrio silanizado empaquetadas
conDEGS-PS al 5%298. Este tipo de columnas, sin embargo, presentaban varios
problemas causados por procesos de adsorción y de intercambio iónico (debidos al
carácter polar de los haluros de mercurio): aparición de colas en los picos
cromatográficos, cambio en los tiempos de retención y disminución de las áreas y las
alturas de los picos. La pasivación de la columna cromatográfica con HgCl2 en tolueno 
o benceno, a pesar del riesgo inherente al uso necesario de elevadas concentraciones
de Hg (II)299 se propuso como alternativa para paliar en gran medida los problemas
anteriormente mencionados. 
Actualmente se tiende al empleo de columnas capilares, de tipo no-polar y
recubiertas con una fina capa de fenil o metil silicona300 ya que proporcionan
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separaciones más eficientes y con mejor resolución que las mencionadas
anteriormente. Una desventaja de este tipo de columnas es que el volumen de
muestra que admiten es muy pequeño (entorno a 1 µL). 
Otra alternativa a la problemática anterior es la derivatización pre-columna de
las especies de mercurio con el objetivo de transformarlas en dialquilderivados no
polares. Los métodos más utilizados para la derivatización de las especies de mercurio
son la yodación con ácido yodoacético248,249, generación de hidruros con NaBH4266,301-
303, etilación con NaBEt4255,304y derivatización con un reactivo Grignard (etilación,
butilación y propilación)305. 
La etilación en fase acuosa y posterior separación y detección con GC-CV-AFS ha
sido el método más usado. Las especies etiladas son volátiles al igual que el mercurio
elemental y el dimetilmercurio, por ello se purgan desde la disolución a temperatura
ambiente y se colectan en adsorbentes como Carbotrap o Tenax. Tras la liberación
térmica de los compuestos, éstos se transfieren al cromatógrafo de gases299. Los 
compuestos etilados también se pueden inyectar directamente en el cromatógrafo de
gases mediante inyección en espacio de cabeza306,307 o mediante
crioatrapamiento228,308. Un incoveniente de la etilación es la formación artificial de
metilmercurio274, y además si en la muestra hay elevadas cantidades de cloruros el 
metilmercurio se puede convertir en mercurio elemental309. La imposibilidad de poder
distinguir entre especies de mercurio inorgánico, especies que pueden coexistir en
determinadas muestras medioambientales constituye otro de los inconvenientes de la
etilación 310. Para solventar estos problemas De Smaele et al. propusieron el uso de
tetrapropilborato de sodio (NaBPr4)como agente derivatizante 311 Y otros autores el
tetrafenilborato de sodio (NaBPh4)312,313,314. El NaBH4 también se ha utilizado como
derivatizante para formar los correspondientes hidruros de las distintas especies de
mercurio302. 
Cromatografía de líquidos:
La cromatografía líquida de alta eficacia (HPLC) es una alternativa a la 
cromatografía de gases. Aunque el acoplamiento de esta técnica a distintos detectores
proporciona menor sensibilidad que la GC, por la peor eficiencia en el proceso de
introducción de muestra en detectores específicos como el ICP-MS. Permite la
separación de especies polares de mercurio por lo que la convierte en una buena
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alternativa para la separación de los compuestos orgánicos e inorgánicos de mercurio.
La versatilidad es mayor que la cromatografía de gases ya que ofrece más mecanismos
de separación y sin tener que recurrir a  etapas previas de derivatización297. 
La mayoría de los métodos de HPLC que se emplean para separar las especies de
mercurio se basan en la modalidad de fase inversa con un modificador orgánico en la
fase móvil299. Con el fin de mejorar la separación cromatográfica y/o evitar la
adsorción de las especies de mercurio en la fase estacionaria generalmente se
emplean agentes complejantes como la cisteína o β-mercaptoetanol o agentes
formadores de paresiónicos297,315. 
Para solventar el problema de la falta de sensibilidad se han empleado técnicas
de derivatización post-columna para formar el vapor frío de mercurio. La generación
del vapor frío de mercurio requiere convertir previamente la especies de mercurio en
Hg (II). Estas etapas de conversión se suelen realizar on-line y se suelen llevar a cabo a
través del empleo de:
 Oxidación con dicromato potásico en presencia de sulfato de cobre316 o
cadmio317.
 Empleo de radiación ultravioleta con y sin peróxido de hidrógeno318,319. 
 Oxidación con persulfato ácido de potasio en presencia de sulfato de
cobre320. 
La cromatografía de intercambio iónico también se ha utilizado para separar las
especies de mercurio321,322. 
Métodos de detección
En el primer trabajo sobre la especiación de mercurio se utilizó la cromatografía
de gases con un detector ECD299. Pero su baja sensibilidad favoreció la búsqueda de
otros detectores como el empleo del GC-MIP-AES323,324. 
Otro de los detectores empleados frecuentemente para la determinación de los
compuestos de mercurio debido a su sensibilidad y especificidad son CV-AAS, ET-AAS,
CV-AFS297  e ICP-MS. Este último es uno de los más utilizados para la determinación del
mercurio, no solo por su alta sensibilidad y selectividad sino también por su capacidad
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de realizar análisis por dilución isotópica, y acoplarse fácilmente a sistemas de
separación de HPLC y GC299. 
Otro de los analizadores de masas que se ha empleado para la especiación de
mercurio es el de tiempo de vuelo acoplado con GC325.
7. BIOACUMULACIÓN DE ELEMENTOS TRAZA: DETERMINACIÓN DEFACTORES DE BIOCONCENTRACIÓN
La Unión Europea (UE), con el fin de proteger la salud humana y el medio 
ambiente frente al riesgo derivado de los productos químicos durante todo su ciclo de
vida (fabricación, envasado, distribución, transporte, comercialización, utilización y
eliminación), ha promulgado y desarrollado directivas específicas que unifican las
condiciones de su comercialización en todos los estados miembros. Una de las
categorías definidas por la Unión Europea para clasificar la peligrosidad de una
sustancia química (compuesto o preparado) es su efecto sobre el medio ambiente,
incluyendo aspectos como ecotoxicidad, movilidad, persistencia y degradabilidad,
potencial de bioacumulación, toxicidad acuática, etc.
La Unión Europea recientemente ha desarrollado una nueva normativa europea
de Registro de Productos Químicos (REACH), cuyo principal objetivo es paliar la escasez
de conocimiento sobre los efectos que las sustancias químicas tienen sobre la salud
humana y el medioambiente. Esta nueva normativa ha entrado en vigor en junio de
2007. Concretamente, en el REACH se indica que la bioacumulación de una sustancia
química en un organismo, es una de las propiedades intrínsecas más importantes que
determinan el potencial de peligro para el medio ambiente, y se señala que se
requerirán datos del potencial de bioconcentración para un gran número de
compuestos químicos con producciones superiores a las 100 Tm/año. En este sentido,
y según un estudio de Pedersen et al.326, se estima en más de 3.000 los compuestos
químicos de los que se deberán aportar datos de bioconcentración, obtenidos
siguiendo el único método validado actualmente, y que es el Test de Bioconcentración
de la OCDE (OCDE/305), que mide la acumulación de un compuesto disuelto en agua
en peces adultos. La obtención del factor de bioconcentración (BCF) de un 
compuesto, siguiendo ese método, implica llevar a cabo un complejo ensayo con
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peces, cuyo coste se estima en más de 100.000 € por compuesto, siendo requeridos al
menos 108 peces por ensayo para poder obtener cada dato de interés. 
7.1 MEDIDA EXPERIMENTAL DEL FACTOR DE BIOCONCENTRACIÓN (BCF)
Como se ha comentado anteriormente, el ensayo aceptado para determinar de
forma experimental los BCFses el Test de la OCDE 305. 
El test consiste en dos etapas: a) de exposición y b) de depuración. Durante la
etapa de exposición, un número suficiente de peces se exponen a dos niveles de
concentración de la sustancia a estudiar. Esta etapa de exposición tiene una duración
de 28 días a no ser que se consiga el equilibrio antes, o una duración de 60 días si el
equilibrio no se ha conseguido tras esos 28 días. Finalizada la etapa de exposición, los
peces se transfieren a otro acuario con agua limpia, comenzando la segunda fase del
test o fase de depuración. 
El Test de la OCDE 305 define BCF como el cociente entre la concentración de
una sustancia química en el organismo y la concentración de esa misma sustancia en el 
agua, una vez alcanzado el equilibrio. La cinética del proceso de bioconcentración se
puede describir como un modelo de dos compartimentos (agua y organismo acuático)
y de primer orden. Por lo tanto, la variación de la concentración de una sustancia
química en los peces se puede describir mediante la siguiente ecuación diferencial:
dCf = k1·Cw – k2·Cf (Ecuación 1)dt 
k1 es la constante de la fase de exposición (L·Kg-1·h-1), k2 es la constante de la fase de
depuración (h-1), Cw (mg·L-1) es la concentración de la sustancia química en agua, y Cf es
la concentración de la sustancia química en el pez (mg/kg peso húmedo). 
Si Cw es constante durante el periodo de exposición, la ecuación 1 se puede
simplificar a la ecuación 2:
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Cuando se alcanza el equilibrio, la ecuación 2 se puede reducir a la ecuación 3:
Cf/Cw= BCFk = k1/k2 (Ecuación 3)
La eliminación o depuración de las sustancias químicas, de los organismos 
acuáticos y terrestres, normalmente sigue una cinética de primer orden y que puede
ser descrita por la ecuación 4:
Cf= Cf,o . ek2t (Ecuación 4)
Donde Cf,o es la concentración al inicio del periodo de depuración y k2, como en 
la ecuación 1, es la constante de depuración.
7.2 MÉTODOS ALTERNATIVOS AL ENSAYO OCDE 305
Actualmente se están buscando métodos alternativos al ensayo OCDE 305
puesto que este test requiere el sacrificio de 108 peces como mínimo, largos tiempos
de exposición tiempo para llevar a cabo el ensayo y su coste es muy elevado. Como
métodos alternativos se han desarrollado técnicas de métodos in vitro y QSAR que se
detallan a continuación.
Métodos in vitro
La bioaccesibilidad y biodisponibilidad de las sustancias químicas en los sistemas
in vitro son aspectos esenciales para establecer su potencial efecto tóxico. Por un lado,
la unión de las sustancias lipofílicas, al material de plástico, a las proteínas del sistema
o a ambos reduce la concentración de la sustancia libre en disolución. Gülden y Seibert
demostraron que la distribución de los xenobióticos entre el agua, lípidos, y el suero
del medio de cultivo altera en gran medida la biodisponibilidad de los compuestos
químicos y es el factor que más influye en la correlación entre el sistema in vitro e in 
vivo. Por otro lado, la unión a proteínas puede originar una variación en su
metabolismo y facilita la absorción. Con el fin de obtener una buena aproximación con
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los datos in vivo, los resultados in vitro se deben expresar como concentración libre de
los compuestos químicos en vez de la concentración nominal. 
Se han empleado varias técnicas in vitro para evaluar la absorción y
biotransformación de los compuestos químicos en peces, las cuales se discuten a
continuación:
Órganos
El intestino se ha empleado para examinar la absorción de los compuestos
procedentes de la comida o de otros materiales ingeridos, la contribución a la
biotransformación por parte del intestino y la influencia de la biotransformación en la
absorción. Esta metodología se ha aplicado al estudio de la biodisponibilidad de
xenobióticos en pez gato y pez sapo. Las agallas de los peces se han empleado para 
estudiar la absorción de las sustancias químicas en el medio y el papel que ejerce el
metabolismo bronquial en la absorción. El hígado es otro de los órganos importantes
utilizados ya que aporta información sobre la biotransformación y excreción de los
contaminantes. Una de la desventaja del empleo de estos órganos es que son solo
viables durante unas horas pero aún así la información que proporcionan sobre
absorción, biotransformación y excreción está muy relacionada con la información
obtenida mediante el empleo de peces adultos.
Cortes de tejidos
Los cortes de tejido de hígado ofrecen la ventaja de mantener la arquitectura del
tejido y la integración de los hepatocitos y no-hepatocitos, lo cual es importante para
asemejar el metabolismo de los xenobióticos en los cortes de tejido de hígado con el
metabolismo de los xenobióticos en un organismo completo. La desventaja principal
de esta metodología se debe a que la difusión de los compuestos puede crear
gradientes de concentración que influyan en el metabolismo y compliquen por tanto la
extrapolación de los resultados in vitro con los resultados in vivo. 
Embriones de peces
El empleo de embriones de peces es una estrategia bastante atractiva ya que la
legislación Europea no los considera como animales de laboratorio por lo que su uso 
para la realización de test de toxicidad aguda se ha extendido considerablemente. 
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En la presente Tesis Doctoral se va a utilizar como modelo alternativo al ensayo
OCDE 305 larvas del pez cebra (Ver Figura 11) por presentar una serie de ventajas:
	 Los estadios más tempranos de su desarrollo (embriones y larvas de hasta
seis días post-fertilización) no se consideran como animal de laboratorio
según la Directiva 86/609/EEC. 
	 Puestas a lo largo de todo el año y elevado número de embriones por
hembra.
	 Bajos costos de mantenimiento. 
	 Se pueden tratar con pequeñas cantidades del compuesto a testar. 
	 Rápido desarrollo embrionario lo que permite acortar la duración de los
ensayos. 
	 El pez cebra comparte más del 80% del código genético con el ser
humano facilitando así la extrapolación de los resultados. 
	 Su transparencia permite observar fenotipos con microscopio óptico.
	 Su sincronización en las divisiones celulares es importante para el estudio 
de compuestos antitumorales. 
Figura 11. Pez cebra (Danio Rerio)
Petersen y Kristensen realizaron un estudio relativo a la bioconcentración de seis
hidrocarburos aromáticos policíclicos (naftaleno, fenantreno, pireno, PCB 31 y PCB
105) en embriones y larvas de peces cebra y de otras especies de peces (rodaballo,
arenque y bacalao). Utilizando un modelo de acumulación de primer orden (dCf/dt =
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k1Cw- k2Cf)obtuvieron valores para k1 (tasa de acumulación) y para k2 (tasa de
eliminación) algo diferentes entre estadios embrionarios y eleuteroembriones, aunque
los valores finales de bioconcentración fueron para ambos bastante similares. La
buena correlación entre los datos obtenidos en estos estadios embrionarios con los
publicados en estadios adultos de diferentes especies de peces, sugiere que tanto las
larvas como los embriones de pez cebra, pueden constituir una buena alternativa al
ensayo de bioacumulación OECD 305.
Cultivos celulares primarios
Los cultivos primarios de células aisladas de hígado, intestino y agallas son muy
útiles a la hora de estudiar la absorción y biotransformación de compuestos químicos
así como los efectos de los inductores e inhibidores de estos procesos. La ventaja de
usar células intactas en vez de fracciones subcelulares es que las células intactas
pueden dar información sobre los procesos de transporte de membrana (mecanismos
de transporte activo y pasivo) y de compartimentalización celular.
Los cultivos celulares primarios más utilizados son los de células aisladas de
hígado, aunque también se han utilizado células aisladas de agallas para el estudio del
metabolismo de xenobióticos. 
Líneas celulares inmortalizadas
Varias líneas celulares immortalizadas derivadas de hígados de peces normales o
neoplásicos (RT1-W1 de Oncorhynchus mykiss, PLHC-1) han demostrado poseer
capacidades metabólicas, aunque la velocidad del metabolismo y los niveles de
expresión de las enzimas metabólicas son menores que en los cultivos celulares
primarios de hígado. La principal ventaja de estos sistemas es su disponibilidad y
reproducibilidad y su desventaja es que la velocidad de metabolización y los
mecanismos metabólicos no tienen porque reflejar la capacidad de biotransformación
de los tejidos de los cuales se originan estas líneas celulares.
Fracciones subcelulares
Las fracciones subcelulares como la mitocondria, los microsomas y el citosol son
fáciles de preparar y no requiere un costo muy elevado.
Las fracciones subcelulares son muy adecuadas para el estudio de
biotransformaciones específicas o para realizar un “screening” entre las sustancias que
tienen un alto potencial de biotransformación frente a las que lo tienen bajo . Se han
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empleado fracciones de diferentes partes de la célula para evaluar la
biotransformación en hígado, riñón, intestino, agallas y otros órganos de peces. 
Modelos QSAR (Relaciones Cuantitativas Estructura-Actividad)
Otro de los métodos alternativos para determinar la capacidad de
bioconcentración de un compuesto es la correlación de las propiedades físicas o
estructurales de los compuestos químicos con los BCFs. Los modelos QSAR se han
desarrollado con el objetivo de predecir la bioconcentración empleando datos de BCF
ya existentes. El método más común para estimar la bioconcentración de una
sustancia es el establecimiento de correlaciones entre el BCF y la hidrofobicidad de los
compuestos químicos, usando el coeficiente de partición n-octanol/agua (log Kow). La 
mayoría de las relaciones entre el BCF y el log Kow son modelos de regresión lineal,
pero para compuestos químicos muy hidrofóbicos (log Kow> 6) suelen ser modelos de
regresión no-lineal o modelos polinómicos.
8. PROTEÓMICA CUANTITATIVA PARA EVALUAR LA TOXICIDAD DE LOSELEMENTOS TRAZA
La contaminación de los ecosistemas y la exposición a metales tóxicos (debido a
actividades naturales y/o antropogénicas327) constituye una preocupación social y
científica. Aunque algunos de esos metales son micronutrientes esenciales a bajas
concentraciones, su presencia en exceso puede tener efectos adversos sobre la salud. 
La mayoría de los estudios que se han llevado a cabo para evaluar la toxicidad de
los metales pesados se han centrado en el desarrollo de técnicas analíticas para la
determinación de especies tóxicas en distintas muestras, principalmente usando
técnicas de análisis elemental (absorción y emisión atómica, ICP-MS, siendo esta
última la más ampliamente utilizada para el análisis multi-elemental y la
especiación)328. Sin embargo hay pocos estudios relacionados con los mecanismos de
toxicidad de los metales pesados y la manera en que estos metales interaccionan con
los organismos vivos. Por este motivo en la presente Tesis Doctoral se ha querido
aplicar técnicas de proteómica cuantitativa para estudiar en más profundidad los
mecanismos de toxicidad de los metales pesados, en este caso del mercurio. 
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En los últimos años, las mejoras sustanciales en la separación de proteínas y
técnicas de identificación y la expansión de la genómica han provocado un incremento
en la aplicación de los métodos de proteómica para responder cuestiones
biológicas329. El campo de aplicación de la proteómica es amplio y engloba:
 La identificación y cuantificación de proteínas en células, tejidos y fluidos
biológicos.
 análisis del cambio en la expresión de proteínas en sistemas normales
versus sistemas perturbados. 
 caracterización de modificaciones post-traduccionales. 
 estudios de las interacciones proteína-proteína
 otras aplicaciones.
La proteómica, o el análisis sistemático de proteínas expresadas por un genoma,
es una poderosa herramienta no solo para describir los proteomas completos a nivel
de orgánulos, células, órganos o tejidos sino también para comparar proteomas
afectados por diferentes condiciones fisiológicas (por ejemplo, la exposición a metales
pesados u otros factores medio ambientales)297. La identificación de los cambios en las 
proteínas individuales o grupo de proteínas asociadas con la exposición a metales
pesados podría ayudar a la comprensión de sus mecanismos de toxicidad.
Adkins et al.330 describieron a los biomarcadores como “proteínas capaces de
cambiar sus niveles de concentración o estado debido a una enfermedad o un proceso
biológico”. En los últimos años, el desarrollo y la implementación de las técnicas de
proteómica ha crecido de manera exponencial dentro del campo de los biomarcadores
proteicos331. Hoy día se ha demostrado que la proteómica en combinación con
diversas herramientas bioinformáticas puede facilitar el descubrimiento de nuevos
biomarcadores relacionados con la exposición a metales332. 
Casi todos los estudios que utilizan estrategias de proteómica, para evaluar el
efecto de los metales pesados en los organismos vivos, se basan en la identificación de
los cambios que se producen en el proteoma como consecuencia de la exposición a los
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8.1 METODOLOGÍAS EMPLEADAS EN PROTEÓMICA PARA EVALUAR LA TOXICIDAD DELOS METALES PESADOS
El principal objetivo de cualquier experimento de proteómica es obtener la
máxima información posible, tanto cualitativa como cuantitativa, del proteoma. 
La mayoría de las técnicas empleadas para el estudio de la toxicidad de los 
metales se basan en técnicas de separación en geles. La electroforesis en gel de dos
dimensiones (2-DE) es la técnica que se utiliza normalmente para los estudios en
proteómica relacionados con la toxicidad de los metales, ya que permite la resolución
simultánea de miles de proteínas. La elevada resolución de 2-DE es debido a que la
primera y la segunda resolución se basan en dos características de separación
diferentes de las proteínas. En la primera dimensión, isoelectroenfoque (IEF), la
proteínas se separan conforme a su carga, mientras que en la segunda dimensión las
proteínas se separan ortogonalmente mediante SDS-PAGE (electroforesis en gel de
poliacrilamida con dodecil sulfato sódico) conforme a su peso molecular335. 
Después de la electroforesis en gel, las siguientes etapas consisten en teñir el gel
y análisis de la imagen del gel para cuantificar cada proteína y permitir la comparación
cualitativa entre muestras mediante densitometría tras un proceso de tinción. La
tinción de las proteínas en el gel se puede llevar a cabo con diferentes reactivos: azul 
brillante de Coomassie (CBB)336-343, nitrato de plata297,344-352.Las manchas o bandas
seleccionadas, tras escanear el gel, se someten a la digestión tríptica en gel y las
proteínas se identifican por espectrometría de masas de los péptidos resultantes. 
En la mayoría de las aplicaciones la técnica 2-DE ha sido acoplada con la
degradación de Edman353 o con huella peptídica (PMF) utilizando un espectrómetro de
masas MALDI-TOF297,354,355. La espectrometría de masas en tándem (MALDI-
TOF/TOF349-352,356,357) o LC-MS/MS340,358-360 facilita la identificación de las proteínas,
puesto en la misma zona del gel se pueden encontrar numerosas proteínas , lo que
hace que sus espectros sean bastante complejos.
La combinación de 2-DE con MS resulta una técnica laboriosa y difícil de
automatizar. La técnica 2-DE está limitada por el número y el tipo de proteínas a
resolver. Las proteínas muy grandes o hidrofóbicas no entran en el gel durante la 
primera dimensión y las proteínas muy ácidas o muy básicas no se resuelven
bien361,además de ser difícil la detección de proteínas poco abundantes. Algunos de
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estos problemas se pueden resolver, en parte, usando estrategias de enriquecimiento
como etapa previa a la separación electroforética, como por ejemplo, la técnica de
inmunodepleción usando anticuerpos policlonales contra las proteínas más
abundantes362. Además, la precisión de la cuantificación de las proteínas en geles
teñidos con plata se ve comprometida por el estrecho intervalo dinámico de la tinción
y por las diferentes características de tinción que poseen las proteínas. Por otro lado,
la reproducibilidad de los geles teñidos con plata es muy pequeña. La tinción con CBB,
aunque es más adecuada para la cuantificación, es menos sensible que la tinción con
plata335. Una manera de mejorar la detección en 2-DE es empleando marcadores
fluorescentes335, aunque esta modificación no se ha empleado para el estudio de la
toxicidad de los metales. 
Uno de los principales problemas asociados con 2-DE es la reproducibilidad,
debido a la elevada variabilidad que hay entre los geles. Para solucionar este problema
se desarrolló la técnica DIGE (difference gel electrophoresis). En esta técnica las
muestras se tiñen con diferentes marcadores fluorescentes, permitiendo así la
comparación de las proteínas, pertenecientes a diferentes muestras, en un mismo gel.
La adquisición de las imágenes fluorescentes de un gel DIGE permite una cuantificación
relativa así como distinguir que proteínas están diferencialmente expresadas363.
Aunque DIGE posee más ventajas que 2-DE, únicamente se ha utilizado en
combinación con LC-MS/MS y MALDI-TOF para estudiar el efecto de la exposición con
Cd en peces364 y plantas365. 
En la electroforesis llamada “Blue Native” (BN), los complejos proteicos se
solubilizan y se mezclan con un colorante (azul de Coomassie) el cual se unirá a los
complejos proteicos antes de la separación PAGE. BN-PAGE separa a las proteínas de
manera eficaz bajo condiciones nativas y permite también determinar cambios en un
proteoma dado333. La combinación de BN-PAGE y SDS-PAGE se han empleado en el
estudio de la toxicidad inducida por Cd366 y Mn367,368 en plantas.
Muchos de los problemas asociados con el empleo de geles se pueden resolver
utilizando métodos que evitan el empleo de estos geles, como por ejemplo MudPIT
(Multidimensional identification technology), basado en la generación de péptidos en
disolución de una mezcla compleja de proteínas, seguido posteriormente de una
separación cromatográfica bidimensional369. Normalmente se suele emplear una
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cromatografía de intercambio catiónico como primera dimensión y como segunda
dimensión se suele emplear una cromatografía de fase inversa370. Una de las
desventajas de MudPIT es que en comparación con las técnicas de gel implica una
pérdida de la información debido a que las identificaciones se basan únicamente en los
espectros obtenidos sin tener en cuenta información adicional, como puede ser el
peso molecular o el punto isoeléctrico.
En la década pasada se han desarrollado distintas estrategias de proteómica
cuantitativa basadas en el marcaje de las proteínas y péptidos, como por ejemplo: ICAT
(isotope-coded affinity tag)371, SILAC (stable-isotope labeling by amino acids in cell
culture)372, iTRAQ (isobaric tags for relative and absolute quantitation)373, ICPL
(isotope-coded protein label)374, marcaje N-terminal375, marcaje con agua pesada376 y
técnicas que no requieren ningún marcaje (label-free methods)377. Aunque estas
técnicas se han empleado bastante en proteómica, en estudios relacionados con la
toxicidad de metales apenas se han utilizado, de hecho solo hay una publicación en la
que se usa iTRAQ para identificar las proteínas afectadas por boro378. En la presente
Tesis Doctoral se ha utilizado tanto SILAC como iTRAQ para la cuantificación de
proteínas afectadas por metilmercurio en células HepG2 y larvas de zebrafish. 
8.2 METODOLOGÍAS EMPLEADAS EN PROTEÓMICA CUANTITATIVA
Los métodos clásicos de cuantificación utilizan colorantes, fluoróforos, o
radioactividad y poseen elevada sensibilidad, linealidad y rango dinámico. Aspectos
negativos de estas técnicas a destacar son: primero, requieren de una elevada 
resolución en la separación de las proteínas (esta separación se suele realizar con geles
2D), lo que limita su aplicabilidad a proteínas abundantes y solubles y segundo, estas
técnicas no son capaces de revelar la identidad de las proteínas. Estos aspectos se
solucionan con el empleo de técnicas LC-MS/MS379. La espectrometría de masas no es
una técnica intrínsecamente cuantitativa debido a que los péptidos proteolíticos
exhiben un amplio rango de propiedades fisicoquímicas como el tamaño, que
provocan diferentes respuestas en el espectrómetro de masas. Por este motivo, para
obtener información cuantitativa se requiere, generalmente, la comparación individual 
de cada péptido entre diferentes experimentos. En la mayoría de los esquemas de
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proteómica la comparación entre péptidos se puede conseguir de diferentes maneras
(ver Figura 11)384. Esta comparación se basa en el empleo de isótopos estables, en la
cual un péptido marcado con un isótopo es químicamente idéntico al péptido nativo
(sin marcaje) y por lo tanto los dos péptidos se comportan idénticamente durante la
separación cromatográfica. Dado que un espectrómetro de masas puede reconocer la
diferencia de masas entre el péptido marcado y sin marcar, la cuantificación se
consigue comparando las señales de ambos péptidos384.
Los isótopos marcados se pueden introducir utilizando varias estrategias380:
 Marcaje Metabólico
 Marcaje Químico
 Marcaje Enzimático o por adición  de péptidos sintéticos
Recientemente se han desarrollado nuevas estrategias en las que no se emplea
ningún tipo de marcaje (Label-free methods).
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En el marcaje metabólico se adicionan los isótopos durante la etapa de
crecimiento y división celular, de esta manera éstos se incorporan en las proteínas que
sintetiza la célula. Inicialmente, se desarrolló un marcaje en bacterias utilizando un
medio de cultivo enriquecido en 15N382. Este medio de cultivo enriquecido es caro y
además es difícil de implementar en células de mamíferos, por lo que el método se ha
limitado exclusivamente a microorganismos, que son capaces de crecer en ese medio.
Adicionalmente, el grado de incorporación no tiene porque ser del 100% y además,
como los diferentes aminoácidos varían en número de átomos de nitrógeno, conlleva
que la interpretación de los espectros no sea una tarea sencilla383. Mann y
colaboradores han propuesto una versión de la estrategia anterior basada en la
adición de isótopos en forma de aminoácidos en el medio de cultivo, conocida con el
nombre de SILAC (stable-isotope labeling by amino acids in cell culture)384. El medio de
cultivo contiene 13C6-arginina y 13C6-lisina lo cual asegura que los productos de la
digestión tríptica de las proteínas contengan al menos un aminoácido marcado
obteniéndose así un incremento de masa constante respecto a los péptidos sin marcar.
La identificación de las proteínas se basa en los espectros de fragmentación de al
menos uno de los péptidos del par “ligero” y “pesado”, y la cuantificación relativa se
lleva a cabo mediante la comparación de las intensidades de la distribución isotópica
de los péptidos obtenidos en el espectro de masas379. En la técnica SILAC, en
comparación con el marcaje metabólico con 15N, el número de isótopos marcados es
definido y no depende de la secuencia del péptido, lo que facilita el análisis de los
datos. La principal ventaja del marcaje metabólico es que las muestras se pueden
combinar en el nivel de las células intactas, antes de empezar el tratamiento de la
muestra (Ver Figura 11)379. En SILAC se puede conseguir un marcaje de más de un 90%
con 6-8 doblajes de las células en un medio suplementado de aminoácidos pesados384,
pero hay que tener en cuenta que algunas líneas celulares son sensibles a los cambios 
en la composición del medio de cultivo o son difíciles de mantener lo que dificulta el
empleo del marcaje metabólico379. Otra limitación del marcaje metabólico es el
número limitado de marcadores. Para SILAC solo pueden compararse en un
experimento (sin marcar, marcados en 13C6 y marcados en 13C615N4) un máximo de tres
condiciones. . Dado que las muestras se pueden combinar en una etapa muy temprana
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(Ver Figura 11), el marcaje metabólico y SILAC en particular son probablemente las
técnicas de proteómica cuantitativa más precisas y exactas teniendo en cuenta todo el
proceso experimental379.
Marcaje de péptidos y proteínas 
El marcaje post-biosintético de péptidos y proteínas se realiza mediante
derivatización in vitro tanto enzimática como químicamente. Una estrategia para
introducir el isótopo estable en los péptidos es llevar a cabo una digestión enzimática
de la muestra en H218O, mientras que la muestra control se digiere en H216O. Este
marcaje da como resultado la introducción de hasta dos 18O en el grupo carboxilo
terminal385. En principio, todas las serina proteasas como la tripsina, quimiotripsina y
GluC son capaces de introducir 18O385. Esta estrategia posee sus limitaciones debido al 
elevado coste del agua marcada en 18O, y a que la incorporación de 18O puede no ser
completa, además la diferencia de masas entre el péptido marcado y sin marcar (2 o 4
Da) no es muy grande lo que puede conllevar a que los espectros de masa solapen
os386-389.entre ell
Las cadenas laterales de los aminoácidos también pueden resultar útiles a la hora
de realizar un marcaje isotópico. Las cadenas laterales que se suelen usar con ese fin
son las de lisina y cisteína. Gygi y colaboradores390 desarrollaron la aproximación ICAT
(isotope-coded affinity tag), en la cual los residuos de cisteína se hacen reaccionar con
un reactivo que contiene de cero hasta ocho átomos de deuterio y además, lleva unido
un grupo de biotina para la posterior purificación de los péptidos mediante
cromatografía de afinidad379. Un aspecto crítico del reactivo ICAT es que la sustitución
de 1H por 2D cambia el tiempo de retención de las especies marcadas en RP-
HPLC391,392, además, debido al carácter hidrofóbico de la molécula de biotina, los
péptidos eluyen en un intervalo de tiempo muy estrecho. Para solventar estos
incovenientes el reactivo ICAT se ha modificado por un reactivo llamado “cleavable”
ICAT (cICAT)393. Este reactivo sustituye el 1H o 2D por el 12C y 13C con el objeto de
obtener una diferencia de masa significativa entre los péptidos marcados y eliminar los
efectos cromatográficos de marcaje con 2D. Además, la molécula de biotina de cICAT
se puede eliminar después de la purificación por afinidad reduciendo así la
hidrofobicidad de los péptidos marcados, los cuales ahora eluyen en un intervalo de
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tiempo más amplio. El elevado coste de los reactivos385 es otro de los inconvenientes
de ICAT. 
La estrategia ICPL (isotope-coded protein label) fue introducida por Schmidt y
colaboradores en 2005 y usa12C/13C6 -ácido nicotínico-succinimida como marcador
ICPL394. Esta estrategia permite el marcaje de las aminas primarias en el extremo N-
terminal y los residuos de lisina. El marcaje se realiza a nivel de proteínas, antes de la
digestión proteolítica, obteniendo una diferencia de masa de 6.0204 Da385. Las
principales desventajas de esta técnica385 se atribuyen a la influencia del marcaje ICPL
en el punto isoeléctrico de las proteínas y al hecho de solo poder comparar dos
muestras simultáneamente.
La mayoría de las técnicas de proteómica cuantitativa permiten únicamente la
comparación de solo dos muestras, mientras que iTRAQ (isobaric tag for relative and
absolute quantitation) y TMT (Tandem Mass Tags) permiten el análisis de más de dos
muestras (de cuatro e incluso hasta ocho muestras).  A continuación se va a describir la
técnica de marcado con iTRAQ, puesto que es la que ha sido utilizada en la presente
tesis, pero TMT es el mismo concepto que iTRAQ pero distinta marca comercial. 
Etiqueta isobárica (Masa total= 145) 
Reportero (Masa de 114 a 117) 
Balance (Masa de 31 a 28) 
Grupo reactivo 
i Fragmentación MS/MS Fragmentac ón MS/MS 
Figura 12. Estructura del reactivo iTRAQ
Las etiquetas iTRAQ se unen a los péptidos a través de un grupo N-
hidroxisuccimida que es capaz de reaccionar con el grupo amino N-terminal de los
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péptidos y el grupo amino de la cadena lateral de las lisinas (Ver Figura 12), además las
etiquetas constan de un reportero de masa variable, que identifica cada una de las 
muestras a analizar sin alterarla carga ni la eficiencia de ionización del péptido, y un
“balance” para que la masa total sea igual a 145 Da en todos los marcajes. Además,
iTRAQ permite la cuantificación múltiple de hasta 8 muestras distintas gracias a los
iones reporteros resultantes tras la fragmentación en el intervalo m/z de 113 hasta
121.
 Figura 13. Esquema simplificado de un ensayo iTRAQ
El proceso de marcaje de las muestras tiene lugar tras la digestión enzimática a
nivel de péptidos. Una vez se marcan los péptidos con los distintos reporteros, se
combinan y analizan mediante una espectrometría de masas en tándem. Debido a la
naturaleza isobárica de los reactivos, el mismo péptido de cada muestra aparece como
un único pico en el espectro de masas, reduciendo así la complejidad del espectro de
masas. Bajo colisión inducida por disociación, los péptidos marcados con el reactivo
iTRAQ liberan los iones reporteros (114, 115, 116, 117) entre otros fragmentos. El área
de pico de los iones reporteros proporciona una cuantificación relativa de los péptidos
y además el espectro de fragmentación proporciona información de la secuencia del
péptido, lo que permitirá identificar la proteína de la que provienen385.
La capacidad de iTRAQ de comparar varias muestras y su elevada cobertura de
secuencia debido al marcaje específico en el grupo amina y la mejora de los espectros
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de MS y MS/MS debido al marcaje iTRAQ son las principales ventajas de esta técnica. 
No obstante, no se puede obtener información a nivel de proteínas y es difícil de
detectar modificaciones post-traduccionales y degradaciones proteicas. Esta técnica es
difícil de implementar en trampas iónicas, debido a que los grupos reporteros se
encuentran en la zona de baja masas: 114 a 117 Da385.
Los ácidos carboxílicos de las cadenas laterales de ácido glutámico y aspártico así
como el C-terminal de las cadenas polipeptídicas pueden ser isotópicamente marcados
mediante esterificación utilizando alcoholes deuterados395,396. 
Las propiedades químicas de los aminoácidos de las cadenas laterales de las 
proteínas y de los péptidos son bastante similares. Como consecuencia de ello, casi
todos los métodos de marcaje químico podrían ser aplicados a proteínas intactas. Por
ejemplo, el reactivo ICPL394 ha sido empleado para el marcaje del extremo N-terminal
de los péptidos así como para el marcaje de las cadenas laterales de lisina en proteínas
intactas. Un protocolo similar ha sido descrito para iTRAQ397. En la mayoría de los
casos, la desnaturalización completa de las proteínas mejora los resultados del marcaje
pero hay que tener cuidado porque se podría producir procesos de precipitación de
proteínas (por ejemplo por el uso de reactivos marcados)379. El marcaje de las 
proteínas intactas puede resultar bastante ventajoso debido a que la separación de las
proteínas se puede realizar con las muestras ya combinadas pero hay que tener en
cuenta que la tripsina no es capaz de catalizar la ruptura de los residuos de las lisinas
modificadas, lo que conlleva a la obtención de péptidos más largos que generalmente
son más difíciles de identificar mediante MS379. 
Una desventaja general de todas las estrategias de marcaje químico es que se
pueden producir reacciones laterales que pueden producir productos inesperados 
ón379.afectando de manera adversa a los resultados de la cuantificaci
Cuantificación absoluta usando patrones internos 
Los isotopos sintéticos como marcadores se han empleado durante mucho
tiempo en la espectrometría de masas, pero en la actualidad se están aplicando
bastante bajo el nombre de AQUA (Absolute quantification of proteins)398. La
cuantificación absoluta se puede conseguir por la adición de una cantidad conocida del
péptido marcado isotópicamente al digerido proteico y la subsiguiente comparación de
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la señal entre el péptido sintético y el endógeno de la muestra. A diferencia del
marcaje metabólico, donde la información acerca de la cuantificación relativa se
adquiere mediante un número elevado de proteínas en la mezcla, en el caso de la
adición de péptidos sintéticos la cuantificación se centra en una o en unas pocas
proteínas de interés. Esta aproximación es bastante atractiva para estudios centrados 
en el análisis y la validación de posibles biomarcadores en muestras clínicas399 o en la
medida de de las modificaciones que sufre un péptido, como por ejemplo
ubiquitinación400.
Métodos sin marcaje
Actualmente se emplean dos estrategias distintas que no utilizan ningún tipo de
marcaje379:
 La primera mide y compara la intensidad de la señal del péptido
precursor perteneciente a una proteína.
 La segunda cuenta y compara el número de espectros de fragmentación
obtenidos de los péptidos de una proteína.
Las estrategias de cuantificación sin marcaje, son las técnicas menos precisas y
exactas debido a que las variaciones tanto sistemáticas como no-sistemáticas, cuando
se considera todo el procedimiento experimental, se refleja en los datos obtenidos
(Figura 11)379. A consecuencia de ello, el número de etapas en el proceso de
tratamiento de muestra se debe reducir al mínimo e intentar controlar la
reproducibilidad en cada etapa. Aun así, una de las ventajas de este tipo de estrategia
es que no existe la necesidad de introducir ningún reactivo marcado en las proteínas o
en los péptidos pudiendo evitar esa etapa y los costes de estos reactivos marcados,
que en general son elevados. Además, desde el punto de vista analítico, presenta una 
serie de aspectos positivos379:
 No hay límite en los números de experimentos que se pueden  comparar.
 Al contrario que en las estrategias que requieren un marcaje con
isótopos, la complejidad del espectro (en términos de péptidos 
detectados en un cierto intervalo de tiempo) no aumenta.
 Los métodos sin marcaje poseen un intervalo dinámico más elevado que
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Parte experimental
1.SE-METIL-SELENOCISTEÍNA COMO AGENTE PROTECTOR DEL ESTRÉSOXIDATIVO
Hay un creciente interés en los efectos de los compuestos de la dieta contra el
estrés oxidativo y los diferentes mecanismos de defensa implicados. El Selenio se
requiere para la respuesta del sistema antioxidante como cofactor de la enzima GPx, la
deficiencia de este elemento induce patologías asociadas con el estrés oxidativo. Se ha
comprobado que el selenito protege a las células endoteliales del daño oxidativo
provocado por un potente oxidante. 
Se ha demostrado que los compuestos de Selenio son efectivos frente a varios 
tipos de tumores. Estos efectos protectores del Selenio parece ser que están
relacionados con la presencia del Selenio como cofactor de las enzimas glutation
peroxidasa (GPx) y tiorredoxina reductasa, las cuales protegen a la célula del daño
oxidativo.
En este trabajo se evaluó el efecto protector de diferentes concentraciones del
compuesto Selenio Metil-Selenocisteína (SeMeSeCys) frente a un estrés oxidativo
provocado por el compuesto tert-Butil hidroperóxido. Se llevó a cabo en la línea celular
de hepatoma humano Hep G2. Esta línea celular es ampliamente utilizada en estudios
“in vitro” puesto que, aun estando en cultivo, retiene su morfología y muchas de sus
funciones. Con este estudio se demostró que SeMeSeCys, uno de los compuestos de
Selenio más común en la dieta, tiene la capacidad de proteger las células Hep G2 de un
daño oxidativo modulando la concentración de glutation reducido, la producción de
MDA y la actividad de enzimas antioxidantes.
En el presente trabajo se trataron las células Hep G2 (durante 2 y 20 h) con
diferentes concentraciones de SeMeSeCys (0,01-10 µM) y posteriormente se las
sometió a un estrés tratándolas 3 horas con t-BOOH en una concentración de 200 M.
Posteriormente se midieron se evaluaron en la células los parámetros que a
continuación se indican para evaluar el efecto que ejerce la SeMeSeCys en la respuesta
del sistema antioxidante frente al estrés provocado por t-BOOH:
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 LDH (Lactato deshidrogenasa): Para medir el daño celular producido en la
célula. 
 GSH: Medida del glutation reducido
 ROS: Medida de la generación de especies reactivas de oxígeno
 GR: Medida de la actividad de la glutation reductasa 
 GPx: Medida de la actividad de la glutation peroxidasa
 MDA: Determinación de los niveles de malondialdehído como biomarcador de
la peroxidación lipídica. 
Además se realizaron estudios de especiación, para comprobar si se producía
biotransformación de la SeMeSeCys en otras especies de Selenio dentro de la célula,
mediante la técnica de HPLC acoplado a ICP-MS (Cromatografía líquida de alta eficacia













    
    
 
  
   
  
   
 
  
   
 
    
 
  




Se-METIL-SELENOCISTEÍNA PROTEGE A LAS CÉLULAS DE HEPATOMA HUMANO HEPG2

CONTRA EL ESTRÉS OXIDATIVO INDUCIDO POR tert-BUTIL HIDROPERÓXIDO 
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2.MECANISMOS MOLECULARES DE MUERTE INDUCIDA PORMETILMERCURIO EN CÉLULAS DE HEPATOMA HUMANO HEP G2
El mercurio se encuentra presente en todos los compartimentos del medio
ambiente y a diferencia de lo que sucede con los compuestos orgánicos su 
degradación no se produce en el medio. Su facilidad para acumularse en la cadena
alimentaria y los diferentes episodios de envenenamiento, han hecho que el mercurio
esté incluido en todas las listas de organismos internacionales como uno de los
contaminantes más peligrosos presentes en el medio ambiente. 
Las principales formas en las que se encuentra el mercurio en el
medioambiente son: como mercurio elemental Hg0, como mercurio inorgánico Hg2+ y
en forma orgánica, entre ellas el metilmercurio CH3Hg+. El metilmercurio es más tóxico
y más soluble en lípidos que el mercurio inorgánico, y posee elevada afinidad por los
grupos tiol presente en los tejidos. Este compuesto se caracteriza por atravesar
rápidamente la barrera placentaria y la barrera hematoencefálica, y además, es un
neurotóxico que puede afectar negativamente al desarrollo del cerebro. Además,
basándose en su evaluación general, el Centro Internacional de Investigación sobre el
Cáncer considera que lo compuestos de metilmercurio pueden ser carcinógenos para
los seres humanos.
Para llevar a cabo el objetivo de evaluar los mecanimos de toxicidad del
metilmercurio, se empleó la línea celular de Hepatoma Humano Hep G2. Las células
Hep G2 fueron sometidas a un tratamiento con metilmercurio en una dosis de 2 mg/l
durante distintos tiempos de incubación: 2,4,8,16 y 24 horas.
En presente estudio a parte de evaluar parámetros relacionados con la
viabilidad celular (LDH) y parámetros relacionados con el sistema de defensa
antioxidante (glutation reducido, glutation peroxidasa, catalasa y glutation reductasa),
se midieron también la actividad de las caspasas y se hicieron análisis por Western blot
de los niveles de proteínas de la familia Bcl-2, puesto que las caspasas y las proteínas
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3.ESTUDIOS DE ACUMULACIÓN EN EL PEZ CEBRA
La Unión Europea recientemente ha desarrollado una nueva normativa
europea de Registro de Productos Químicos (REACH). Concretamente, en el REACH se
indica que la bioacumulación de una sustancia química en un organismo, es una de las
propiedades intrínsecas más importantes que determinan el potencial de peligro para
el medio ambiente, y se señala que se requerirán datos del potencial de
bioconcentración para un gran número de compuestos químicos con producciones
superiores a las 100 Tm/año. En este sentido, y según un estudio de Pedersen et al, se
estima en más de 3,000 los compuestos químicos de los que se deberán aportar datos
de bioconcentración, obtenidos siguiendo el único método validado actualmente, y
que es el Test de Bioconcentración de la OCDE (OCDE/305), que mide la acumulación
de un compuesto disuelto en agua en peces adultos. Para obtener el factor de
bioconcentración (BCF) de un compuesto siguiendo ese método, es necesario realizar
un complejo ensayo, cuyo coste se estima en más de 100.000 € por compuesto, siendo 
requeridos al menos 108 peces por ensayo para poder obtener ese dato.
Tanto por el importante coste de estos estudios, como también por implicar el 
sacrificio de un importante número de peces, resulta evidente la importancia de
desarrollar y validar nuevos métodos alternativos que permitan refinar, reducir y/o
remplazar el número de animales utilizados. 
Por este motivo, el presente estudio tiene como objetivo: desarrollar un
método para la determinación del factor de bioconcentración utilizando larvas de pez
cebra y que sirva como alternativa al ensayo 305 de la OCDE con peces adultos.
En el primer trabajo “Approach for rapid extraction and speciation of mercury
using a microtip ultrasonic probe followed by LC–ICP-MS. Talanta 82 (2010) 594-599"
se llevó a cabo la optimización de la metodología analítica empleada para la extracción
de mercurio en micromuestas, puesto que aproximadamente el peso de diez
embriones de pez cebra es de 5 mg. Para la extracción de mercurio se empleó una
hidrólisis ácida y se optimizó la sonda de ultrasonidos variando el tiempo de sonicación
y la concentración de ácido clorhídrico. Las condiciones de extracción de metilmercurio
óptimas fueron: la concentración de ácido 7M, tiempo de sonicación 5 minutos y
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potencia de la sonda 40%. Por otro lado se optimizó también un método de hidrólisis
enzimática cuya condiciones óptimas fueron: 0.75 % (w/v) proteasa XIV y 2.5% 2-
mercaptoetanol. Para la optimización de los dos tipos de extracciones se utilizó un
material de referencia de atún certificado en metilmercurio: 2,86 ± 0,16 mg/kg. Con
estos método de extracción se llegaron a obtener recuperaciones cuantitativas del
material de referencia con una cantidad de muestra de 5 mg, esto es importante
puesto que el peso de los embriones del pez cebra es de tan solo 5 mg y se necesita de
un método capaz de extraer de forma cuantitativa el mercurio en pequeñas cantidades
de muestra, como es este caso. 
En la segunda publicación “Bioaccumulation and transformation of
methylmercury and selenite using zebrafish (Danio Rerio) larvae as a model. Talanta
89 (2012) 169-177" la metodología optimizada se aplicó a las larvas de pez cebra que
fueron expuestas a distintas dosis de MeHg (1 y 10 ppb). En el mismo trabajo también
se optimizó una metodología para la extracción de selenio, y la larvas fueron
sometidas a las mismas dosis que con el MeHg (1 y 10 ppb). El objetivo del presente
estudio es la obtención de factores de bioacumulación (para metilmercurio y selenito)
que estén en concordancia los datos de bioacumulación ya existentes en las bases de
datos y en la literatura, con la intención de usar las larvas de pez cebra como modelo
alternativo al OECD/305, el cual, como se ha comentado antes, es un modelo costoso,
se necesita un número elevado de peces adultos para llevar a cabo el ensayo y se
necesita 42 días para obtener los resultados de los factores de bioacumulación. La
ventaja que tiene el método que se quiere proponer en este trabajo usando las larvas
de pez cebra sobre OECD/305 es que no son consideradas animales de laboratorio 
según la Directiva 2010/63/EU y, además, la duración del ensayo es de 72 horas: hay
una primera etapa, denominada de absorción, en la que se exponen las larvas al 
compuesto químico (en este caso mercurio o selenio) durante 48 horas, y una segunda
etapa de depuración (24 horas), donde las larvas son expuestas al medio de cultivo en
ausencia del compuesto químico. Los factores de bioacumulación obtenidos para el
metilmercurio fueron 5000 y 2333 para larvas expuestas a 1 y 10 ppb,
respectivamente, mientras que para el selenito el factor de bioacumulación fue 74
para larvas expuestas a 10 ppb. Existe una buena correlación entre los datos
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experimentales obtenidos en este estudio con los ya existentes en la literatura, lo que
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Parte experimental
	
4.PROTEÓMICA CUANTITATIVA Y TOXICIDAD DE METILMERCURIO
Los dos siguientes estudios de la presente Tesis están relacionados con la 
toxicidad que provoca el metilmercurio y el empleo de técnicas de dos técnicas de
proteómica cuantitativa diferentes: SILAC e iTRAQ. 
En el primer trabajo "Differential protein expression of hepatic cells
associated with MeHg exposure: deepening into the molecular mechanisms of
toxicity. Anal. Bional. Chem. 404 (2012) 315-324"se aplicó la técnica de SILAC a células
de hepatoma humano Hep G2, con el objetivo de obtener información
complementaria y/o adicional de los resultados anteriores del trabajo “Molecular
mechanisms of methylmercury-induced cell death in human HepG2 cells. Food Chem. 
Toxicol. 48 (2010) 1405-1411”. La técnica SILAC emplea un marcaje metabólico en el cual
al medio de cultivo de una de las poblaciones de células (células tratadas con 2 µg mL-1 
MeHg durante 8 horas) se les añade Lisina y Arginina marcadas en 13C y estos
aminoácidos durante sucesivas replicaciones serán incorporados a las proteínas. La
otra población de células (células control) se trata del estado ligero puesto que la
Lisina y Arginina no están marcadas con carbono trece. Tanto las células control como
las células tratadas con MeHg se mezclan en la proporción 1:1 y debido al marcaje, al
separar los péptidos mediante un sistema de LC-MS/MS, aparecerán pares de
péptidos, con lo cual seremos capaces de averiguar si hay diferencias en la expresión
de las proteínas por la presencia de MeHg en las células. Las ventajas que posee SILAC 
sobre otras técnicas es que resulta sencillo implementarla en cultivos celulares puesto
que se consigue un marcaje de más del 90 % con solo 5 o 6 doblajes, además como se
añaden los isótopos marcados en el mismo medio de cultivo, las células se pueden
mezclar antes de empezar las etapas para el tratamiento de la muestra reduciendo así
las fuentes de error
Para disminuir la complejidad de la muestra, se realizó una centrifugación
diferencial en la cual se separó el citosol de la mitocondria, y así obtener las proteínas
diferencialmente expresadas tanto en el citosol como en la mitocondria. 
En el segundo trabajo Analysis of protein expression in developmental toxicity
induced by MeHg in zebrafish. Analyst 137 (2012) 5302-5311" se han llevado a cabo
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estudios de proteómica en el larvas del pez cebra. Aunque en el anterior trabajo
“Bioaccumulation and transformation of methylmercury and selenite using zebrafish
(Danio Rerio) larvae as a model” se hayan obtenido valores de los factores de
bioacumulación de metilmercurio, esa información lo único que nos aporta es la
capacidad que una sustancia tiene de bioacumularse. Para saber los efectos tóxicos
que un compuesto es capaz de ejercer, se requiere más información. Por este motivo
se realizaron estudios de proteómica, para ver si el mercurio es capaz de producir
cambios en la expresión de proteínas y esa alteración sea capaz de proporcionar
información útil sobre los mecanismos de toxicidad del metilmercurio. Además, hasta
la fecha, no se han realizado estudios de proteómica en larvas de pez cebra para
obtener información de los mecanismos de toxicidad del metilmercurio, lo que si se
han llevado a cabo son estudios de expresión génica. Por eso resulta interesante
aplicar nuevas metodologías que puedan aportar información adicional y/o
complementaria para el esclarecimiento de los mecanismos de acción que ejerce el
metilmercurio.
En este caso se utilizaron tres grupos de larvas: larvas control, larvas tratadas
con 5 ppb de MeHg y larvas tratadas con 25 ppb de MeHg. En este tipo de muestras
como es difícil asegurar un marcaje metabólico del 100% empleando SILAC, se llevó a
cabo el análisis de la expresión de proteínas mediante el uso otra técnica de
proteómicas cuantitativa: iTRAQ. En esta estrategia lo que se marcan son los péptidos
y se usan unos reactivos que reaccionan con los N-terminales y las NH2 de las cadenas
laterales de los péptidos. En esta técnica se pueden comparar hasta cuatro u ocho 
estados, en este caso: Larvas control 1, larvas control 2, larvas tratadas con 5 ppb
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El estudio que se presenta a continuación está relacionado con el mecanismo
protector del selenio frente a la toxicidad inducida por metilmercurio, ya que hay
estudios que revelan que el selenio es capaz de interaccionar con metales tóxicos
(Arsénico, Mercurio, Cadmio y Plata) reduciendo su toxicidad, aunque el mecanismo
de dichas interacciones, a día de hoy, sigue sin esclarecerse del todo. 
Para estudiar la interacción selenio-mercurio las células de hepatoma humano 
Hep G2 fueron co-tratadas con 8 µM MeHg y distintas especies de selenio (SeMet,
SeCys y SeMeSeCys) en concentraciones dentro del intervalo 1-25 µM durante 24
horas donde se evaluaron parámetros relacionados con el estrés oxidativo (ROS) y
mecanismos de defensa antioxidantes (como por ejemplos los niveles de GSH) ya que
uno de los mecanismos de protección del selenio que se postulan es la prevención del
daño oxidativo producido por el mercurio. 
Debido a que en los distintos artículos publicados durante el transcurso de esta
Tesis:“Molecular mechanisms of methylmercury-induced cell death in human HepG2
cells. Food Chem. Toxicol. 48 (2010) 1405-1411”, "Differential protein expression of
hepatic cells associated with MeHg exposure: deepening into the molecular
mechanisms of toxicity. Anal. Bional. Chem. 404 (2012) 315-324" y "Analysis of
protein expression in developmental toxicity induced by MeHg in zebrafish. Analyst
137 (2012) 5302-5311" se pone de manifiesto que la toxicidad del mercurio está
relacionada con el fenómeno de apoptosis se midió la actividad de la caspasa-3 y se
hicieron análisis por Western blot de los niveles de proteínas de la familia Bcl-2, todas
ellas relacionadas con la muerte celular por apoptosis. 
Dentro de este estudio se analizaron también proteínas relacionadas con las
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El mercurio es un elemento, cuyas especies revisten una importante toxicidad,
siendo liberado al medio ambiente a través tanto de fuentes naturales como
antropogénicas. Está incluido en el listado del Programa Internacional de la Seguridad
Química como uno de las sustancias químicas más peligrosas. El mercurio, una vez que
ha sido liberado al medio ambiente, es capaz de transformarse por la acción de las
bacterias sulfatorreductoras en metilmercurio (MeHg), el cual penetra rápidamente en
las bicapas lipídicas. Los efectos nocivos del mercurio en el medio ambiente se deben a 
su capacidad para acumularse y biomagnificarse a través de la cadena trófica. Todas
las formas químicas de mercurio presentan una elevada capacidad de acumulación,
siendo el metilmercurio una de las especies que más se absorbe y acumula
Aproximadamente el 100% del mercurio que se bioacumula en peces depredadores lo
hace en forma dimetilmercurio. El metilmercurio forma enlaces covalentes con los
grupos sulfhidrilo de las proteínas, con lo que la vida media de eliminación resulta
larga (aproximadamente de dos años). Como consecuencia, se genera un
enriquecimiento selectivo de metilmercurio (en comparación con el mercurio
inorgánico) a medida que se avanza en la cadena trófica.
En la presente Tesis se ha abordado la temática del mercurio bajo diferentes 
puntos de vista: 1) Evaluación de su toxicidad, 2)desarrollo de metodologías analíticas
para la detección del mercurio y 3) el empleo de larvas de pez cebra como posible
modelo alternativo a los peces adultos para la determinación de los factores de
bioacumulación.
1.1 TOXICIDAD
La toxicidad originada por el metilmercurio ha sido uno de los principales temas
que se han abordado en la presente memoria. Para ello se han aplicado dos 
metodologías distintas: mediante el empleo de técnicas de biología celular y/o
molecular y mediante el uso de técnicas de proteómica. 
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Técnicas de biología celular y/o molecular
En el presente estudio se han evaluado los mecanismos de toxicidad de mercurio
empleando células de hepatocarcinoma humano HepG2, por ser el hígado un órgano
importante que se ve afectado por la toxicidad del metilmercurio. Además, el hígado
es un órgano involucradoen la desintoxicación de drogas, xenobióticos o metabolitos
tóxicos. 
Las células HepG2 fueron expuestas a una concentración de metilmercurio de 2
mg/L durante distintos tiempos de incubación: 2, 4, 8, 16 y 24 horas. Se seleccionó la
concentración de 2 mg/L en base a estudios llevados a cabo sobre viabilidad celular
con distintas concentraciones de metilmercurio y distintos tiempos de incubación. Se
observó que la viabilidad de las células solo se veía afectada a partir de 48 horas de
exposición cuando se utilizó una concentración de metilmercurio inferior a 1 mg/L, por
lo que se decidió tratar a las células con una concentración de metilmercurio superior
(2 mg/L) . A dicha concentración se observó una disminución de la viabilidad celular en
tiempos inferiores a 48 horas.Una vez seleccionada la dosis de 2 mg/L, los ensayos de
viabilidad celular se llevaron a cabo empleando dos ensayos diferentes: El ensayo del
violeta de cristal y la determinación de la actividad de lactato deshidrogenasa.
Mediante el método del violeta de cristal se puede valorar la masa celular total de un
cultivo celular y por lo tanto es un método directo para la medición de la proliferación
celular. Por otro lado, la muerte celular se puede evaluar determinando la actividad de
la lactato deshidrogenasa (LDH) liberada al medio de cultivo por las células muertas y
que se expresa como el porcentaje de la LDH liberada respecto a la actividad total
presente en las células. La liberación de LDH al medio de cultivo se relaciona también
con una pérdida de la integridad de la membrana celular, lo que es indicativo de una
muerte por necrosis. De los resultados obtenidos en el ensayo de violeta de cristal se
concluyó que la viabilidad de las células se ve afectada a partir de 8 horas de
incubación con 2 mg/L de metilmercurio, y es a partir de las 16 horas cuando se afecta
la membrana celular, tiempo en el que los niveles de la enzima LDH liberada al medio
de cultivo aumentan respecto al de las células control lo que indica que el
metilmercurio induce a muerte celular por necrosis a tiempos largos de incubación.
El hecho de que el metilmercurio sea capaz de provocar en la célula una
situación de estrés oxidativo, nos indujo a evaluar si este compuesto afectaba a los
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Discusión integradora 
niveles de GSH, a la actividad de las enzimas antioxidantes y a la Glutation-S-
Transferasa(GST) (Tabla 5). Conocida la capacidad del metilmercurio de unirse a las
proteínas y péptidos por su elevada afinidad con los grupos sulfhidrilo, nos llevó a
establecer si el metilmercurio era capaz de alterar los niveles de GSH cuya función
principal es proteger a la célula de un posible estrés oxidativo y además es el sustrato
de la GPx. Se observó una disminución de los niveles de GSH a largos tiempos de
incubación (16 y 24 horas). Estudios previos aparecidos en la bibliografía han puesto
de manifiesto que los niveles de GSH disminuyen debido a la capacidad del
metilmercurio de formar compuestos mixtos con el GSH (-S-Hg; -S-Hg-S).
Tabla 5: Sistemas de defensa relacionados con el glutation
Sistema de defensa Función 
Glutation reducido (GSH) Tripéptido que actúa reduciendo diferentes 
peróxidos, hidroperóxidos y radicales mediante la 
reacción catalizada por la glutation peroxidasa. 
Glutation peroxidasa (GPx) Descompone los peróxidos en agua (o alcohol) y
simultáneamente oxida la molécula de GSH a 
glutation oxidado (GSSG)
Glutation reductasa (GR) Cataliza la reacción que restaura el glutation a su
forma reducida a expensas de equivalentes
reductores en forma de nicotinamida-adenina-
dinucleótido-fosfato (NADPH). 
Gluatión-S-transferasa (GST) Utiliza el GSH para la detoxificación de una gran
cantidad de compuestos, incluyendo 
carcinogénicos, fármacos y productos derivados del
estrés oxidativo
Los cambios en la actividad de las enzimas antioxidantes se pueden considerar
como biomarcadores de la respuesta antioxidante. De hecho en este estudio se pudo
observar que la actividad de la GPx aumentaba tras 24 h de incubación para
contrarrestar el efecto pro-oxidante del metilmercurio. La actividad de GR, a ese
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mismo tiempo, disminuyó debido a que el metilmercurio es capaz de unirse al sitio
activo de dicha enzima. Como la GPx consume GSH, ya que es el sustrato de la enzima,
y GR es la encargada de reducir el GSSG (glutation oxidado) a GSH, el aumento de la
actividad de GPx y la reducción en la actividad de GR son también responsables de la
disminución de los niveles de GSH en las células incubadas con metilmercurio a parte
de la unión directa entre la GSH y el metilmercurio. La GST es otra de las enzimas que
se vio afectada por la presencia del metilmercurio. Se trata de una de las enzimas
responsables de los procesos de detoxificación, que tienen lugar dentro de la célula,
para convertir los compuestos xenobióticos hidrofóbicos o no polares en compuestos
más solubles en agua y así menos tóxicos para el organismo. En concreto, GST cataliza
la conjugación de los xenobióticos con GSH incrementando así el peso molecular y la
solubilidad de los compuestos tóxicos. La actividad de esta enzima aumentó a las 2
horas de incubación con metilmercurio, lo que probablemente esté relacionado con un
mecanismo de detoxificación por parte de la célula al intentar eliminar el metilmecurio
mediante la conjugación con GSH, siendo otra de las causas de la reducción de los
niveles de GSH observados en las células (“Molecular mechanisms of methylmercury-
induced cell death in human HepG2 cells . Food Chem. Toxicol. 48 (2010) 1405-1411”)
Para confirmar los resultados anteriores, en los que el metilmercurio produce
una situación de estrés oxidativo, confirmado por los cambios en la actividad de las
enzimas antioxidantes, nos encaminamos al estudio de las especies reactivas de
oxígeno (ROS), ya que el desequilibrio entre su generación y su neutralización puede
conducir a un estado de estrés oxidativo y por tanto constituiría otra forma de
asegurar que el metilmercurio es capaz de alterar el estado redox de las células. Los
ROS se pueden producir en:
- La mitocondria, concretamente en la cadena respiratoria.
-El citosol por la acción de la NADH oxidasa que cede electrones al oxígeno para
obtener el anión superóxido.
Para localizar si los ROS se producen en la mitocondria o bien en el citosol, las
células se incubaron con dos inhibidores:
- Rotenona capaz de inhibir uno de los complejos de la cadena respiratoria
- Difenileniodonio (DPI) actúa en el citosol inhibiendo la NADH oxidasa
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El tratamiento de las células con rotenona produjo una recuperación la viabilidad
celular casi al mismo nivel que la viabilidad en las células control, mientras que el DPI
es incapaz de recuperar en las células la variación de ROS provocado por la incubación
con metilmercurio. Estos resultados pusieron de manifiesto que la fuente de ROS
proviene de la mitocondria y no del citosol.
Para comprobar si el metilmercurio, aparte de provocar necrosis, está implicado
en la muerte celular por apoptosis, se midió la actividad de las caspasas-3, -8 y -9. La
caspasa-8 no se activó en respuesta al tratamiento con metilmercurio en las
célulasHepG2, sino que la apoptosis se indujo a través de la vía mitocondrial; se
estimuló el procesamiento de las caspasas-9 y -3.
Las proteínas de la familia Bcl-2 juegan un papel fundamental relacionado en la
apoptosis por vía mitocondrial. Esta familia de proteínas incluye tanto miembros pro-
apoptóticos como miembros anti-apoptóticos, y el balance en la expresión de estas
proteínas es uno de los principales mecanismos que determina el destino final de las
células en el proceso de apoptosis/supervivencia. Al aumentar el tiempo de exposición
celular a metilmercurio se observó una disminución de la relación entre Bcl-XL y Bcl-XS 
(es la relación entre una proteína anti-apoptótica y pro-apoptótica respectivamente)
disminución que coincidió con la activación de la caspasa-9. La expresión de las
proteínas apoptóticas Bax y Bad, proteínas pro-apoptóticas, aumentó de las 4h hasta
las 16 horas de incubación con metilmercurio. 
Este trabajo pone de manifiesto que el MeHg induce un estrés oxidativo que es 
el responsable de la activación de las señales de muerte celular, involucrando a la
mitocondria como principal órgano afectado por el MeHg.El análisis de los marcadores
de citotoxicidad y estado redox (LDH y ROS), así como de las proteínas implicadas en la
muerte celular programada (caspasas y miembros de la familia de genes bcl-2) muestra
que, además de un daño necrótico (a tiempos largos de incubación), el MeHg es capaz
de inducir apoptosis en las células HepG2 a través de la activación de la ruta intrínseca
de apoptosis (caspasas-9 y-3) y el desequilibrio en los niveles de los miembros pro-
(Bcl-xS, Bax, Bad) y anti-apoptóticos (Bcl-xL) de la familia Bcl-2, corroboran los
resultados de estudios previos en los que se observó que el MeHg era el responsable
de la activación de la muerte celular por apoptosis, debido a un desequilibrio entre los 
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miembros de la familia Bcl-2 (“Molecular mechanisms of methylmercury-induced cell
death in human HepG2 cells . Food Chem. Toxicol. 48 (2010) 1405-1411”).
Empleo de técnicas de proteómica
Para obtener más información acerca de los mecanismos de toxicidad del
metilmercurio y poder corroborar los resultados anteriores se llevaron a cabo 
experimentos empleando técnicas de proteómica. La finalidad de estos estudios de
proteómica fue identificar los cambios en proteínas individuales o grupo de proteínas
asociados a la exposición a metilmercurio. En esta parte de la Tesis, los estudios de
proteómica se enfocaron empleando dos modelos biológicos: las células de
hepatocarcinoma HepG2 donde se empleó SILAC para la cuantificación de proteínas
desreguladas y larvas de pez cebra en el cual la estrategia elegida fue iTRAQ. 
SILAC y células de Hepatoma Humano Hep G2
La técnica SILAC, como ya se ha mencionado en la introducción, se trata de una
técnica de marcaje metabólico en donde se añaden aminoácidos marcados al medio
de cultivo, que posteriormente serán utilizados por las células para la síntesis de las
proteínas. En SILAC los aminoácidos marcados en C13 son lisina y arginina, lo que
significa que cuando se emplee tripsina para la digestión enzimática se obtendrán
péptidos marcados en C13. En la estrategia SILAC tenemos dos grupos de células
diferentes: las que han sido suplementadas con el medio de cultivo que contiene lisina
y arginina marcadas (población “pesada”), y las que crecen en un medio de cultivo
carente de isótopos marcados (población “ligera”). Una vez crecidas las células, ambas
poblaciones se mezclan en proporciones iguales para posteriormente seguir con el
tratamiento de muestra que se estime conveniente. La identificación de las proteínas
se basa en los espectros de fragmentación de al menos uno de los péptidos del par
“ligero” y “pesado”, y la cuantificación relativa se lleva a cabo mediante la
comparación de las intensidades de los isótopos de los péptidos intactos, obtenidos en
el espectro de masas. La ventaja del marcaje metabólico es que las muestras se
mezclan al principio del proceso de tratamiento de muestra, con lo que se compensan
los posibles errores cometidos a lo largo del proceso analítico. En el marcaje
metabólico SILAC es muy importante conocer el llamado cociente SILAC, ya que es este
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valor es el que nos proporcionará la información necesaria para saber si la expresión
de una determinada proteína se encuentra desregulada (sobre-expresada o inhibida).
Cuando una proteína presente un cociente SILAC RSILAC = 1, nos encontraremos ante
una proteína cuya abundancia relativa es la misma en las dos poblaciones celulares.
Proteínas cuyo cociente SILAC sea 1 > RSILAC> 1 representarán a proteínas cuya
abundancia entre los dos estados es diferente, y por tanto, se tratará de proteínas
implicadas en el proceso objeto de estudio.
Aplicando la técnica de SILAC a células expuestas a metilmercurio, podremos
obtener información sobre las proteínas que se encuentran alteradas en presencia de
este tóxico, obteniendo así más información acerca de la toxicidad y/o mecanismos en 
los que el metilmercurio se encuentra implicado.
La primera decisión que se tuvo que tomar antes de llevar a cabo el estudio fue
establecer el tiempo de incubación y la dosis de metilmercurio a las que las células 
iban a estar expuestas. Basándonos en el estudio previo( “Molecular mechanisms of
methylmercury-induced cell death in human HepG2 cells . Food Chem. Toxicol. 48
(2010) 1405-1411")se decidió que la dosis adecuada sería 2 mg/L de MeHg, puesto que
con dosis menores se necesitan tiempos de incubación largos para observar algún
efecto tóxico en las células. En cuanto al tiempo de incubación, se eligió 8 horas
puesto que a ese tiempo ya se detectó daño celular por la inducción de apoptosis
(alteración de niveles de Bcls). 
Para poder obtener información acerca de las proteínas afectadas por la
presencia de MeHg, se marcaron las células tratadas con MeHg (población “pesada”), y
a las células control se les añadió medio de cultivo en el cual los aminoácidos estaban
sin marcar (población “ligera”) y una vez crecidas y extraídas las células se mezclaron
en una proporción 1:1.
Antes de analizar y cuantificar las proteínas por LC-MS/MS, se realizó un 
fraccionamiento celular, con el fin de simplificar la complejidad de la muestra y separar
la mitocondria del citosol ya que en el estudio anterior (“Molecular mechanisms of
methylmercury-induced cell death in human HepG2 cells. Food Chem. Toxicol. 48
(2010) 1405-1411”) se observó que la mitocondria es uno de los orgánulos afectados
por la presencia del metilmercurio en donde los niveles de ROS aumentan, y además
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durante la apoptosis se puede producir la translocación, de distintas proteínas, entre la
mitocondria y el citosol.
Tanto las proteínas del citosol como las de mitocondria se separaron mediante
electroforesis en gel (SDS-PAGE) seguido de digestión tríptica para obtener, así, los 
péptidos, los cuales fueron extraídos y separados mediante nanoHPLC. El trabajar con
nanoHPLC proporciona una serie de ventajas respecto a la cromatografía convencional:
- Se reduce drásticamente el consumo de disolventes contribuyendo al
desarrollo de la química limpia
- La disminución del diámetro interno de la columna analítica incrementa la
sensibilidad y disminuye la cantidad de muestra necesaria. Este aspecto es
especialmente importante para la identificación de proteínas poco abundantes.
- La disminución del tamaño de partícula del empaquetamiento cromatográfico
se traduce en un estrechamiento de los picos cromatográficos aumentándose, por
tanto, la eficacia de la separación. Este aspecto es muy importante para poder
conseguir la resolución cromatográfica necesaria en las diferentes estrategias de
cuantificación de proteínas. 
- La disminución del caudal y del diámetro interno de las conexiones facilita su
acoplamiento directo a la fuente de nanoelectrospray del espectrómetro de masas de
manera que los péptidos se pueden detectar tras la elución  de la nano-columna.
La exposición a metilmercurio originó la aparición de 78 proteínas desreguladas
debido a la presencia de mercurio, de las cuales 29 estaban sobre expresadas y 49
inhibidas.
Usando la base de datos de Gene Ontology, que clasifica las proteínas en tres
categorías (su función molecular, procesos biológicos en los que están implicados y
localización en componentes celulares), se obtuvo que el 19% de las proteínas 
desreguladas se encuentran localizadas en la mitocondria, lo que concuerda con el 
fraccionamiento realizado durante la preparación de la muestra, que consistía en
obtener por un lado la mitocondria y por otro lado el citosol, además de coincidir con
el estudio previo donde la mitocondria ejerce un papel fundamental en el proceso de
apoptosis. Además, examinando los procesos biológicos de las proteínas desreguladas,
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se encontró que uno de esos procesos en el que MeHg se encuentra implicado es la
apoptosis (con un porcentaje del 17%). 
La mayoría de las proteínas alteradas y relacionadas con la apoptosis, tienen
una función anti-apoptótica, lo que tiene sentido porque indica que las células se están
intentado defender del daño provocado por el metilmercurio.
Uno de los grupos de proteínas que resultaron afectadas por la presencia de
metilmecurio fue la familia de las proteínas de choque térmico (HSPs). Las proteínas de
choque térmico (HSP, del inglés Heat Shock Proteins), son un conjunto de proteínas
que producen las células tanto de organismos unicelulares como pluricelulares, cuando
se encuentran en un ambiente de estrés. El aumento de las HSP, presentes en
pequeñas cantidades en todas las células, se atribuye a  factores de estrés como:
- Alteración positiva o negativa de la temperatura
- Cambios en la presión osmótica. 
- Presencia de sustancias tóxicas, como toxinas, quimioterapia, drogas, alcohol.
- Aumento de presión. 
- Ambiente con pH extremos. 




La proteína Mortalin (HSPA9) fue una de las proteínas de esta familia en la que
se detectó un cociente SILAC muy elevado (8.43). Es importante resaltar que estudios
previos realizados por otros autores detectaron su alteración por la presencia de
arsénico y de mercurio. 
A parte de las HSPs hay otras dos proteínas con función anti apoptótica: Rho
GDP dissociation inhibitor (GDI) alpha (ARHGDIA) y caseinkinase II (CSNK2A1), ambas
proteínas se encontraron sobre expresadas en presencia de mercurio, encontrándose
dentro de las 5 proteínas con cocientes SILAC más elevados: 9.98 y 8.29
respectivamente. Las dos proteínas podrían ser biomarcadores de exposición a
metilmercurio, pero para confirmarlo se deberían llevar a cabo estudios para saber si
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se trata de una respuesta específica de la célula al metilmercurio o simplemente se
trata de un mecanismo general de defensa de las células cuando están sometidas a
factores de estrés o en contacto con otros metales pesados.
Ya se mencionó anteriormente que el metilmercurio es capaz de provocar la 
apoptosis por la vía intrínseca (activando las caspasas 9 y 3) y no por la vía extrínseca,
ya que la caspasa 8 no se vio activada. Una evidencia más acerca  de este hecho es que
dentro de las proteínas inhibidas se vieron afectadas Metaxin 1 Isoform 1 (MTX1) y
TNF receptor-associated protein 1, ambas proteínas están relacionadas con la
activación de la caspasa-8. 
Las características neurotóxicas del metilmercurio son bastante conocidas. En el
presente trabajo se han encontrado inhibidas proteínas relacionadas con desórdenes 
neurodegenerativos: Archainisoform 1 (ARCN1) y proteínas de la familia Rab. 
Otras proteínas que se vieron afectadas por la presencia de metilmercurio 
están relacionadas con la mitocondria y la cadena de transporte electrónico,
provocando así un aumento de las especies reactivas de oxígeno (ROS). Los resultados
obtenidos por SILAC coinciden con lo que se observó en el estudio anterior: que el
metilmercurio es capaz de provocar un aumento de los niveles de ROS en la
mitocondria.
Gracias a los datos obtenidos con el experimento SILAC, se han podido
confirmar los resultados del estudio anterior “Molecular mechanisms of
methylmercury-induced cell death in human HepG2 cells. Food Chem. Toxicol. 48
(2010) 1405-1411” en el que se usaron técnicas de biología molecular para tratar de
explicar los mecanismos de toxicidad que provoca el metilmercurio. Esto pone de
manifiesto que la técnica de SILAC resulta útil a la hora de investigar mecanismos de
defensa y toxicidad que provocan los metales, incluso puede servir para hallar nuevos
biomarcadores.
iTRAQ y larvas de pez cebra
Las larvas de pez cebra constituyen el segundo modelo que empleado para 
llevar a cabo estudios sobre los efectos nocivos que provoca el metilmercurio. En este
área, la mayoría de los estudios emplean animales de experimentación, donde los
mamíferos –fundamentalmente ratones – han sido utilizados para modelizar
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enfermedades humanas y para estudiar el efecto beneficioso o terapéutico de
fármacos y nutracéuticos. Sin embargo, la creciente demanda de animales para este
tipo de estudios, junto a las presiones contra la experimentación animal, han
provocado que muchas investigaciones toxicológicas se realicen directamente sobre
cultivos celulares, ensayos rápidos y económicos, pero cuya eficacia ha sido
cuestionada tanto por la frecuencia de resultados erróneos como por su incapacidad
de determinar los efectos sobre un órgano específico. Ante la necesidad desarrollar
métodos rápidos y fiables de comprobación de los posibles efectos tóxicos de las
sustancias químicas, se han empezado a optimizar metodologías empleando el pez 
cebra. Este pez presenta varias ventajas, las cuales han hecho que sea un candidato
adecuado para los estudios de toxicidad:
- Por su particular biología, permite trabajar, bien a nivel embrionario o bien con
formas adultas. 
- La utilización deformas embrionarias reduce los inconvenientes éticos 
asociados a la experimentación animal (según recoge el Real Decreto 1201/2005) y
permite realizar estudios de forma extremadamente rápida y a gran escala.
- Comparte un alto porcentaje de genes con el hombre (alrededor del 80%) y su
genoma está prácticamente secuenciado. 
En los ensayos toxicológicos donde se emplean embriones de pez cebra su
incubación o exposición a la acción de agentes tóxicos se realiza 'in vivo' en presencia
los xenobióticos de interés y se evalúan y cuantifican los posibles efectos adversos
(malformaciones, mortalidad) en momentos cruciales de su desarrollo. Dado que en
este campo los efectos no resultan tan agresivos como en toxicología ambiental, este
método debe incluir herramientas más sofisticadas como la genómica que permite el
estudio simultáneo de miles de genes y sus patrones de expresión para detectar
posibles cambios relacionados con la toxicidad. La toxicogenómica presenta un gran
potencial en la detección de patrones de toxicidad, la identificación de biomarcadores 
asociados o el estudio de los mecanismos de toxicidad. La proteómica constituye otra
interesante herramienta ya que extiende este estudio a las proteínas, verdaderas 
moléculas funcionales del metabolismo (enzimas) que intervienen en todo tipo de
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procesos biológicos. De hecho, uno de los artículos de la presente Tesis("Analysis of
protein expression in developmental toxicity induced by MeHg in zebrafish. Analyst
137 (2012) 5302-5311"),y cuyos resultados se discutirán a continuación, está basado
en el empleo de la proteómica (en particular de la técnica de iTRAQ) para estudiar los
efectos tóxicos que produce el mercurio. 
Al trabajar con larvas de pez cebra (en nuestro caso 6 días post-fecundación) , la 
técnica de marcaje más sencilla es el iTRAQ. Sin embargo, si se hubiese empleado
SILAC, los aminoácidos marcados se tendrían que haber añadido a través de la dieta, y
en el caso de las larvas de pez cebra con 6 días post fecundación (dpf) no hubiese sido
posible, puesto que no requieren de una fuente externa de nutrientes ya que hasta los
7 dpf su alimentación es puramente endógena, pues adquieren los nutrientes del
propio saco vitelino. Dicho esto, si se quisiera usar la estrategia de SILAC con los 
embriones de pez cebra, se tendrían que alimentar a los peces adultos con una dieta
especial que contuviese los aminoácidos marcados para que así las crías tuvieran en su
proteoma proteínas marcadas, lo que conlleva tiempo y dinero, además esto no
asegura que el marcaje sea del 100% y que los embriones se desarrollen de manera
normal. En la bibiliografía se recoge un estudio en el que se empleó SILAC401,  para ello,
se alimentaron a peces cebra durante 4 meses con una dieta especial (13C6-Lys - or12C6-
Lys SILAC-Mouse Diet).El máximo marcaje de proteínas que se obtuvo fue de un 40% y
además las hembras de pez cebra experimentaron cambios en la puesta de los 
embriones, lo que indica que el alimentar a los peces con una dieta diferente puede
introducir cambios que podrían afectar a la interpretación de los resultados. 
Por otro lado, otra de las ventajas de la técnica de iTRAQ es que permite la
comparación de más de dos muestras en paralelo, pudiéndose llegar incluso a
comparar hasta 8. Esto nos sirvió para poder comparar larvas control, con larvas
expuestas a 5 µg L-1 y 25 µg L-1, para así estudiar la dependencia de la concentración de
metilmercurio con la expresión de las proteínas.
Este trabajo se llevó a cabo en colaboración con el Centro Nacional de
Investigaciones Oncológicas (CNIO), en concreto con La Unidad de Proteómica que
cuenta con experiencia en análisis cuantitativos usando la técnica de iTRAQ además de
contar con un MALDI-TOF/TOF, que es la técnica más conveniente para los estudios de
iTRAQ debido a que la resolución a masas bajas es mejor que la trampa iónica,
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instrumento con el cual contamos actualmente en el grupo de investigación. Por otro
lado, y como se comentó anteriormente en la introducción, la cuantificación en iTRAQ
se realiza en los iones reporteros resultantes tras la fragmentación en el intervalo m/z
de 113 hasta 121. Normalmente, en las trampas iónicas no se pueden detectar estos
fragmentos al menos que el ion precursor sea 3 veces mayor que su correspondiente
ion reportero. Para solventar lo anterior, los fabricantes de instrumentos han
desarrollado recientemente estrategias con el fin de detectar los iones reporteros con
la trampa iónica (por ejemplo PQD de Thermo Scientific)402 
Otra de las ventajas de MALDI-TOF/TOF es que el espectrómetro de masas está
desacoplado del cromatógrafo de líquidos, con lo que las muestras se pueden re-
analizar si es requerido. En el caso de la trampa iónica, al estar acoplada con el equipo
de nano cromatografía, puede darse la situación en la que se pierda la información de
especies importantes que eluyen de la columna porque en ese mismo instante se
están adquiriendo los espectros de MS/MS y, en este caso, a diferencia de lo que pasa
con MALDI-TOF/TOF, la muestra no se puede volver a analizar. 
El esquema de trabajo que se siguió en este estudio se recoge en la Figura 14.
Brevemente, las larvas de pez cebra fueron incubadas con distintas concentraciones de
MeHg: 0 µg L-1, 5 µg L-1 y 25 µg L-1. Transcurrido, el tiempo de exposición, se
extrajeron las proteínas de cada condición, se digirieron con tripsina y se marcaron con
los reactivos iTRAQ. El marcaje se realizó en dos grupos (réplica A y réplica B) de
muestras para así obtener dos réplicas biológicas, ya que este tipo de muestras suelen
presentar una elevada variabilidad. Una vez que el marcaje se ha producido, las larvas
incubadas con distintas concentraciones de MeHg se mezclaron en proporción 1:1:1
para posteriormente seguir con el tratamiento de muestra. El tratamiento de muestra 
es una de las etapas clave en los experimentos de proteómica, debido a la complejidad
de las muestras, al elevado número de proteínas y el amplio intervalo dinámico de
concentraciones en el que se encuentran, lo que obliga al empleo de diversas técnicas
de separación, donde la cromatografía líquida es una de las más empleadas. Una de las 
combinaciones frecuentemente utilizadas en proteómica es el empleo de la
cromatografía de intercambio catiónico (SCX) seguido de fase inversa para el
fraccionamiento y separación de proteomas complejos, consiguiendo así la separación
de los péptidos según su carga e hidrofobicidad. Tal y como muestra el esquema de la
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Figura 14, se empleó una tercera técnica de separación: isoelectroenfoque (IEF)
utilizando el fraccionador Offgel Agilent 3100 de Agilent Technologies. Esta técnica
resuelve proteínas y péptidos según su punto isoeléctrico (pI) consiguiendo una mayor
resolución en la separación. Las fracciones resultantes quedan en disolución, lo que
hace mucho más fácil su recuperación para el análisis LC/MS.
La combinación de tres técnicas de separación: IEF, SCX y fase inversa mejoran,
en comparación con el MudPIT (tecnología multidimensional de identificación de
proteínas)la identificación de proteínas, donde se emplea solo 2 técnicas de separación
(normalmente cromatográficas). Tras el análisis de los datos obtenidos mediante SCX y
IEF se identificaron 484 y 350 proteínas en la réplica A respectivamente. En la réplica
B, se identificaron 389 y 339 usando las técnicas anteriormente mencionadas. Ambas
técnicas resultaron complementarias puesto que solo un 38% (réplica A) y un 35%
(réplica B) de las proteínas fueron identificadas en ambas SCX y IEF, lo que indica que si
se emplease solo una de las dos se estaría perdiendo información del proteoma. 
Se logró identificar 819 proteínas. Dentro del grupo de esas proteínas
identificadas, 18 proteínas se encontraron desreguladas en el grupo de pez cebra
incubado con 5 µg L-1 de mercurio. Mientras que en las larvas incubadas con 25 µg L-1 
se encontraron 58 proteínas desreguladas. Concluyendo así que el aumento de la
concentración de mercurio de exposición es directamente proporcional al número de
proteínas desreguladas. Este hecho también se confirmó mediante los análisis
histológicos, en donde los cambios morfológicos eran mayores en las larvas incubadas
con 25 µg L-1.
El desarrollo anormal de los embriones (efectos teratogénicos) evidenció la
toxicidad del mercurio. De hecho, las proteínas más sobreexpresadas en este estudio
están estrechamente relacionadas con el desarrollo de las larvas, además en los
análisis histológicos se observó que un desarrollo tardío de los embriones debido a la
presencia de metilmercurio.
Una vez más, se confirmó los resultados de los estudios previos realizados
durante la presente Tesis, ya que resultaron alteradas proteínas relacionadas con la
homeostasis de calcio lo que implica una generación de especies reactivas de oxígeno,
que como se ha comentado previamente es uno de los efectos de la muerte celular
inducida por metilmercurio. Adicionalmente, se corroboró los resultados de los
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estudios previos in vitro con las células HepG2 (“Molecular mechanisms of
methylmercury-induced cell death in human HepG2 cells. Food Chem. Toxicol. 48
(2010) 1405-1411”) en donde la GST resulta alterada, ya que en el presente estudio
resultó ser una de las proteínas sobre expresadas. El hecho de que el mercurio pueda
producir apoptosis también se corroboró usando esta estrategia de iTRAQ ya que se
han identificado y se han visto de-reguladas proteínas relacionadas con dicho proceso
de muerte celular.
Control 5 ppb MeHg 25 ppb MeHg 
Extracción de proteínas y digestión tríptica 
iTRAQ 114, 115 iTRAQ 116 iTRAQ 117 
Mezcla
Fraccionamiento mediante SCX(Cromatografia de intercambio catiónico) 
Fraccionamiento peptídico mediante IEF(Isoelectroenfoque) 
Separación y análisis medianteRPLC (fase inversa) y MALDI-TOF/TOF 
Identificación y cuantificación de proteínas 
Figura 14. Esquema general de la estrategia iTRAQ
1.2METODOLOGÍA PARA LA DETERMINACIÓN DE MERCURIO Y SUS ESPECIES
Dado que el tratamiento de muestra es una de las etapas analíticas más
complejas, que requiere por lo general tratamientos tediosos y largos con los 
correspondientes riesgos de en la presente memoria se ha optimizado el
procedimiento para la extracción y especiación de mercurio utilizando una
microsonda de ultrasonidos focalizada (USP) para la posterior detección de especies
mercurio por ICP-MS, previa separación de sus especies mediante HPLC. 
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En el presente trabajo nos hemos centrado en la optimización de las condiciones
experimentales de la sonda de ultrasonidos (potencia, tiempo), el tipo y concentración
de los reactivos extractantes así como la cantidad de muestra a utilizar. El volumen de
muestra/reactivos requerido para el trabajo con sonda de ultrasonidos depende del
diámetro de la punta, cuanto menor sea el diámetro menor es el volumen que se
requiere. En este estudio se empleó una sonda con una punta de 2 mm de diámetro
que nos permite trabajar en un intervalo de volúmenes entre 150 µl y 5 ml, así que en
este estudio, durante la optimización del tratamiento, se compararon los resultados
cuando se emplearon 50 y 5 mg de muestra (se optó por una cantidad de muestra tan
pequeña porque el objetivo fundamental era su aplicación a embriones del pez cebra
que como es bien sabido tienen un muy pequeño tamaño y peso.
Se compararon dos métodos diferentes de extracción de las especies de
mercurio: hidrólisis ácida empleando como HCl y proteasa como medios de extracción
ácida y enzimática respectivamente. Para la optimización y validación del método se
empleó un material de referencia certificado en metilmercurio: CRM-463 (2.85 ± 0.16
µg g-1metilmercurio).
Para la optimización de la extracción de las especies de mercurio fueron tenidas 
en cuenta las siguientes variables: la concentración de HCl (1, 3, 5 y 7 mol l-1), la
amplitud de sonicación (40 y 60 %) y el tiempo de sonicación (5 y 10 min). Antes de
realizar los estudios de especiación, se midió el contenido total del material de
referencia variando las variables anteriores con el objetivo de conocer cuáles son las 
condiciones óptimas para una extracción cuantitativa de las especies de mercurio. Para
ello, se midió el mercurio mediante la técnica de ICPMS usando un método de
inyección en flujo como sistema para la introducción de la muestra, ya que el mercurio
posee efecto memoria: el mercurio se retiene en el sistema de transporte al ICPMS y
se va liberando lentamente con el tiempo, lo que provoca una deriva positiva de la
señal del instrumento, por eso no es recomendable introducir el mercurio de manera
continua en el instrumento. Como disolución portadora del sistema de inyección en
flujo se empleó una disolución que contiene 2-mercaptoetanol que es capaz de
complejar el mercurio y así reducir el efecto memoria. Se obtuvo una recuperación de
99±3% (para 50 mg) con una concentración de HCl 7 mol L-1 y tiempo de sonicación de
5 min. Tiempos superiores de sonicación proporcionan volatilización de mercurio. Una
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amplitud de sonicación del 40% resultó óptima para la extracción del mercurio. La
recuperación obtenida con cantidades de muestra de 5 mg fue del 88±5%, inferior a la
obtenida con 50 mg. Esta recuperación se puede considerar aceptable ya que hay que
tener en cuenta la falta de homogeneidad de la muestra cuando la cantidad es muy
pequeña.
La hidrólisis enzimática ofrece la ventaja de actuar específicamente en los
enlaces químicos, evitando la alteración de la forma química de las especies de
mercurio. Las enzimas que se emplearon fueron: proteasa XIV o una mezcla de
proteasa XIV y lipasa debido al elevado contenido en grasa de las muestras de pescado
en un medio reguladora pH 7.5 (pH óptimo para la actividad de las enzimas). También
se combinó la proteasa con distintos ligandos sulfhidrilo (L-cysteina, 2-
mercaptoetanol), ya que estos compuestos poseen una elevada afinidad por los
compuestos de mercurio. El mejor porcentaje de extracción (91 ± 4%) se obtuvo
utilizando como extractante una disolución de 2.5% (v/v) de 2-mercaptoetanol, 0.75%
(w/v) de proteasa XIV y sonicando la muestra 5 min a un 40% de amplitud. Se aplicó la
hidrólisis enzimática a otro tipo de muestras de pescado (mejillón y pez espada)
obteniéndose recuperaciones entre el 83-89 %. También se aplicó a muestras de
larvas de pez cebra, para demostrar que se puede aplicar esta metodología a pequeñas
cantidades de muestra ya que el peso de los embriones de pez cebra es de entorno a 2
mg, y se consiguieron recuperaciones del 90%. Lo anterior indica que la hidrólisis
enzimática mediante el empleo de la microsonda es un método capaz de extraer el
mercurio de forma cuantitativa incluso en pequeñas cantidades de muestra. 
Una vez conseguida la extracción cuantitativa del mercurio, el siguiente paso fue
comprobar que durante el tratamiento de la muestra no se producían
transformaciones de los compuestos de mercurio. Para ello, se utilizó el HPLC para la 
separación de los distintos compuestos de mercurio y posteriormente, como método
de detección, el ICPMS. Habitualmente, para la separación de los compuestos de
mercurio, se emplea la cromatografía de gases puesto que acoplada al ICPMS
proporciona una sensibilidad superior que cuando se utiliza HPLC.( 100 % de eficiencia
en la introducción de la muestra en el ICPMS). Sin embargo, aunque el HPLC-ICPMS
proporcione una sensibilidad inferior al GC-ICPMS, resulta más versátil que la
cromatografía de gases ya que ofrece más mecanismos de separación sin tener que
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recurrir a etapas previas de derivatización, lo cual permite conseguir una mejor
separación de las especies en muestras medioambientales complejas. Además, el HPLC
permite la separación de especies polares de mercurio por lo que la convierte en una 
buena alternativa para la separación de los compuestos orgánicos e inorgánicos de
mercurio. Por los anteriores motivos se empleó el HPLC en vez de la cromatografía de
gases. En la propia fase móvil se añadió L-cisteína para evitar la retención de los
compuestos en la columna. La separación de los compuestos de mercurio es muy
rápida y en tan solo 7 minutos se obtiene una buena separación entre el mercurio
inorgánico y el metilmercurio. Para comprobar si durante el tratamiento de la muestra
se produce interconversión de especies, se realizó la especiación del material de
referencia CRM-463, el cual solo contiene metilmercurio. El cromatograma obtenido
solo proporcionó un pico que se identificó como metilmercurio tras adicionar un
patrón de metilmercurio a la muestra, lo que significa que durante el tratamiento de la 
muestra no se altera la integridad de las especies. Paralelamente se realizó la
especiación de mercurio en otros pescados: mejillón, pez espada y embriones de pez
cebra y se observó que solo contenían metilmercurio.
Así pues, la metodología propuesta permite llevar a cabo la extracción 
cuantitativa y la determinación de las especies de mercurio en tan solo 5 minutos y sin
producir interconversión de especies. Otra de las ventajas del tratamiento de muestra
propuesto es que permite incluso trabajar con cantidades pequeñas de muestra
(entorno 2-5 mg). 
1.3 BIOACUMULACIÓN EMPLEANDO LARVAS DE PEZ CEBRA
La Unión Europea (UE) puso en el año 2007 en funcionamiento la normativa
REACH, un sistema integrado de registro, evaluación, autorización y restricción de
sustancias y preparados químicos, y crea la Agencia Europea de Sustancias y
Preparados Químicos. REACH obliga a las empresas que fabrican e importan sustancias
y preparados químicos a evaluar los riesgos derivados de su utilización y a adoptar las 
medidas necesarias para gestionar cualquier riesgo identificado. El Reglamento
pretende garantizar un nivel elevado de protección de la salud humana y el medio
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ambiente, así como fomentar la competitividad y la innovación en el sector de las 
sustancias y preparados químicos.
REACH requiere la evaluación del potencial de bioacumulación para priorización,
es decir, para la identificación de las sustancias químicas más peligrosas. En el REACH 
se indica que la bioacumulación de una sustancia química en un organismo, es una de
las propiedades intrínsecas más importantes que determinan el potencial peligro para
el medio ambiente, y se señala que se requerirán datos del potencial de
bioacumulación para un gran número de compuestos químicos con producciones
superiores a las 100 Tm/año. La bioacumulación de una sustancia es un dato
importante para poder clasificarla entre PBT (persistente, bioacumulativa y tóxica) o
vPvB (muy persistente y muy bioacumulativa). 
El término de bioconcentración se define como el proceso por el cual una 
sustancia química es absorbida por un organismo a través de la respiración y la
superficie dérmica, y es empleado para valorar el potencial de bioacumulación. La
bioconcentración se expresa mediante el denominado factor de bioconcentración
(BCF), que expresa la relación entre la concentración de la sustancia química en el
organismo y el medio ambiente.
De acuerdo con el Anexo XIII del REACH (2011), las sustancias que no alcanzan el
criterio de bioacumulación (aquellas que su BCF es menor o igual a 2000 l/kg) se
clasifican como no-bioacumulables (nB), sustancias que cumplen el criterio de
bioacumulación pero cumplen el criterio de muy bioacumulables (aquellas que su BCF
es mayor de 2000 l/kg pero menor o igual a 5000 l/kg) se clasifican como
bioacumulables (B), y el resto de sustancias (cuyos BCF son mayores a 5000 l/kg) se
clasifican como muy bioacumulables (vB). La valoración de las propiedades de
bioacumulación dentro de la normativa REACH para distinguir entre sustancias B y vB,
se puede realizar a través de distintos datos y/o estudios:
a) Resultados de estudios de bioconcentración o bioacumulación en especies
acuáticas. 
b) Otros datos sobre el potencial de bioacumulación, siempre que puedan
demostrarse suficientemente su idoneidad y su fiabilidad, tales como: resultados de
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estudios de bioacumulación en especies terrestres, resultados de estudios de toxicidad
crónica en animales, etc
c) Información sobre la capacidad de la sustancia de biomagnificarse en la
cadena alimentaria, a ser posible expresada en factores de biomagnificación o factores
de magnificación trófica.
Centrándonos en los resultados de estudios de bioconcentración o 
bioacumulación en especies acuáticas, los datos que se deberán aportar son aquellos 
obtenidos siguiendo el único método validado actualmente, y que es el Test de
Bioconcentración de la OCDE (OCDE/305), que mide la acumulación de un compuesto
disuelto en agua en peces adultos. Para obtener el factor de bioconcentración (BCF) de
un compuesto siguiendo ese método, es necesario realizar un complejo ensayo, cuyo
coste se estima en más de 100.000 € por compuesto, siendo requeridos al menos 108
peces por ensayo para poder obtener ese dato. Ante esta situación, REACH propone
que se desarrollen métodos alternativos al OCDE 305 en los cuales se pretende evitar
el uso de animales para los ensayos de bioacumulación. Entre ellos, las larvas de pez
cebra se han considerado como un excelente modelo para estudios de toxicología y de
bioacumulación al no considerarse animales de laboratorio según la Directiva
2010/63/EU. Por este motivo uno de los trabajos de la presente Tesis es calcular los
factores de bioacumulación y las posibles biotransformaciones del metilmercurio en
las larvas de pez cebra con el objetivo de evaluar la posibilidad de emplear dichas 
larvas como alternativa al ensayo OCDE 305. 
Tal y como se requiere en el ensayo OCDE 305, los ensayos de bioacumulación
con metilmercurio se llevaron a cabo en dos fases: exposición (absorción), donde las
larvas se exponen al metilmercurio durante 48 h y post-exposición (depuración),
donde las larvas son expuestas durante 24 h a un medio que no contiene
metilmercurio. La duración del experimento es una de las diferencias respecto al
ensayo OCDE 305, donde la etapa de exposición puede tener una duración de 28 días,
si no se consigue el equilibrio antes, o una duración de 60 días si el equilibrio no se ha
conseguido tras esos 28 días y la etapa de depuración suele ser la mitad del tiempo
necesario requerido en la etapa de exposición. La duración total del experimento
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(exposición-depuración) para la alternativa que se propone en este trabajo es de tan
solo de 72 h
Otra de las consideraciones a tener en cuenta para realizar los experimentos de
bioacumulación es lo niveles de metilmercurio con los cuales se van a tratar a las
larvas. Siguiendo el reglamento de la OCDE 305, el test de bioacumulación se debe
realizar a dos niveles de concentración diferentes: la concentración más alta debe ser
como máximo un 1% del valor de LC50 y la concentración más baja debe ser un 0.1%
del valor de LC50, siempre que sea posible detectarla con la técnica analítica que se
vaya a emplear. El valor de LC50para el metilmercurio es de 250 µg L-1 con lo cual,
basándose en el criterio anterior los dos concentraciones de metilmercurio deberían
ser 2.5 µg L-1 y 0.25 µg L-1, finalmente se escogieron las concentraciones de 10µg L-1 y
1 , puesto que la concentración más baja 0.25 se encuentra muy cerca del límite de
detección (0.1 µg L-1) para los medios de exposición.
Para poder calcular el factor de bioconcentración necesitamos conocer los
niveles de metilmercurio tanto en el medio de exposición como en las larvas, para ello
el metilmercurio se cuantificó en ambos a distintos tiempos: 2, 4, 6, 24, 28, 45, 48, 50,
69 y 72 h. Para cada tiempo se empleó un total de 20-25 larvas, lo que da un total de
250 larvas lo que implica un mayor número que en el test OCDE 305.El pez cebra tiene
una capacidad elevada de reproducción, cada hembra es capaz de poner 200-300
huevos por semana y el desarrollo embrionario es muy rápido, lo que permite acortar
la duración de los ensayos, y, lo más importante, que los estadios más tempranos de
su desarrollo (embriones y larvas de hasta seis días post-fertilización) no se consideran
como animal de laboratorio, según se ha mencionado anteriormente. 
La comparación de los factores de de bioaconcentración se compararon con los
ya publicados en la literatura, utilizando dos aproximaciones diferentes
La primera aproximación fue calcular BCF a las 48 horas (la etapa final de
absorción) como una relación de la concentración de mercurio en las larvas a las 48
horas respecto a la concentración en los medios de exposición. 
La segunda se trata de una aproximación cinética para obtener el BCFk (factor de
bioconcentración cinético). La cinética del proceso de bioconcentración se puede
describir como un modelo de dos compartimentos (agua y organismo acuático) y de
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primer orden. Por lo tanto, la variación de la concentración de una sustancia química




	 = k1·Cw – k2·Cf (Ecuación 1)
k1 es la constante de la fase de exposición (L·Kg-1·h-1), k2 es la constante de la fase
de depuración (h-1), Cw (mg·L-1) es la concentración de la sustancia química en agua, y
Cf es la concentración de la sustancia química en el pez (mg/kg peso húmedo). 
Si Cw es constante durante el periodo de exposición, la ecuación 1 se puede
simplificar a la ecuación 2:
k1 
tCf= k2 · Cw (1 – ek2 ) (Ecuación 2) 
Cuando se alcanza el equilibrio, la ecuación 2 se puede reducir a la ecuación 3:
Cf/Cw= BCFk = k1/k2   (Ecuación 3)
La eliminación o depuración de las sustancias químicas, de los organismos 
acuáticos y terrestres, normalmente sigue una cinética de primer orden y que puede
ser descrita por la ecuación 4:
ek2tCf= Cf,o. (Ecuación 4)
Donde Cf,o es la concentración al inicio del periodo de depuración y k2, como en 
la ecuación 1, es la constante de depuración.
Para calcular el BCFk es necesario representar la concentración de mercurio
encontrada en las larvas (Cf) respecto al tiempo, y con ayuda de Origin v8.5 se realizó
un ajuste no lineal de los datos obtenidos experimentalmente, obteniendo los valores 
de k1 y k2 de la ecuación 2 y, finalmente, BCFk se obtuvo mediante la relación k1 y k2 
(Ecuación 3).
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Los valores de BCF48 h y BCFk fueron de 1119 y 2333, respectivamente, para las
larvas expuesta a 10 µg L-1, mientras que para las larvas expuesta a 1 µg L-1 los valores
fueron de 3748 y 5000, respectivamente. Los valores publicados en la base de datos de
ECOTOX (base de datos creada por la EPA, donde se pueden localizar datos de
toxicidad de químicos en la vida acuática, plantas terrestres y vida silvestre), se
encuentran en el intervalo de 1113-5900 para peces expuestos a 1 µg L-1. En 
experimentos realizados en Oryzias latines se encontraron valores de 3344 para la
concentración de 1 µg L-1 y valores entre 595-3000 para los peces expuestos a 10 µg L-
1. Se comprueba así que los valores obtenidos en el presente trabajo empleando larvas
de pez cebra concuerdan con los valores ya publicados, lo que conlleva a pensar que
podría ser una buena alternativa en los ensayos de bioaconcentración, reduciendo así,
la duración del ensayo y substituyendo los peces adultos por larvas de pez. El precio
total del experimento es de unos 4.250 € (17 €/ larva) que es mucho menor que el 
coste estimado para llevar a cabo el test de la OCDE que asciende a unos 100.000 €.
A parte de estudiar el potencial de bioaconcentración del metilmercurio se
evaluó la posible interconversión de especies debido al metabolismo de las larvas. Para
ello se empleó la metodología desarrollada en el trabajo anterior en el cual se emplea
hidrólisis enzimática e hidrólisis ácida para la extracción cuantitativa de las especies de
mercurio. Utilizando ambos tratamientos de muestra se encontró solamente
metilmercurio presente en las larvas de pez cebra.
2. SELENIO
El Selenio es un oligoelemento esencial para la salud humana ya que es
componente de selenoproteínas, que desempeñan funciones estructurales y
enzimáticas. Entre las más conocidas están sus propiedades antioxidantes. Existen
evidencias en la bibiliografía que indican que la deficiencia de Se puede causar efectos
adversos a la salud y, además, que su aumento como componente nutricional puede
otorgar protección adicional contra distintos tipos de enfermedades. Las
selenoproteínas están implicadas en muchos aspectos del metabolismo celular, entre
otros la enzima glutation peroxidasa (GPX) contiene el Se en forma del amino acido 
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selenocisteina (SeCys) y es esencial para proteger a las células y tejidos del daño
autooxidativo debido a la producción de radicales libres. Por otra parte, la deficiencia
de Se tiene un efecto adverso sobre la inmunocompetencia, existiendo evidencia de
que la suplementación de la dieta con Se mejora la respuesta inmune en humanos y
que este elemento es un nutriente clave en la lucha contra determinadas infecciones 
virales como la influenza y VIH-SIDA. 
El selenio es esencial para el éxito reproductivo de los animales y es necesario 
para la maduración y motilidad de los espermatozoides humanos, pudiendo asimismo
reducir el riesgo de aborto espontáneo.
La deficiencia de Se está asociada con estados de ánimo negativos. Igualmente
cada vez hay más evidencias de que niveles de ingesta de Se superiores a 300 µg se
encuentran asociados con la reducción de riesgo del cáncer, específicamente el de
hígado, próstata, colo-rectal, y de pulmón, así como la disminución de la incidencia de
enfermedades cardiovasculares, disminución del estrés oxidativo, aumento de la
fertilidad y de la función inmune.
Uno de los trabajos de la presente Tesis ("Selenium methylselenocysteine
protects human hepatoma HepG2 cells against oxidative stress induced by tert-butyl
hydroperoxide. Anal. Bional. Chem. 389 (2007) 2167-2178") y que se discutirá a
continuación está relacionado con la capacidad antioxidante del selenio, ya que puede
ser uno de los mecanismos por los que el selenio presenta propiedades
anticancerígenas.
La segunda parte de la discusión integradora acerca del selenio se trata de la
interacción del selenio con el mercurio ("Molecular mechanisms involved in the
protective effect of selenocystine against methylmercury-induced cell death in
human HepG2 cells. Food Chem. Toxicol. 59 (2013) 554-563"), ya que hay estudios
que revelan que el selenio es capaz de interaccionar con metales tóxicos (Arsénico,
Mercurio, Cadmio y Plata) reduciendo su toxicidad, aunque el mecanismo de dichas
interacciones, a día de hoy, sigue siendo una incógnita.
El último punto a tratar fue la bioacumulación de selenio, pudiendo éste
bioacumularse a través de la cadena alimentaria y adquirir valores significantes a
medida que que se avanza en el nivel trófico en la cadena alimenticia. Es importante
estudiar el fenómeno de la bioacumulación puesto que dosis elevadas de selenio
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puede causar daños en los tejidos, fallo reproductivo y también efectos teratogénicos.
De hecho, los elevados niveles de selenio en sistemas acuáticos ha llegado a causar la
eliminación de comunidades de peces. 
2.1 SE-METIL-SELENOCISTEÍNA COMO AGENTE PROTECTOR DEL ESTRÉS OXIDATIVO
La capacidad antioxidante y anti carcinogénica del selenio depende de la forma
química en que el Selenio se encuentra presente en la muestra. De todas las formas
químicas del Selenio, la Selenometilselenocisteína (SeMeSeCys), un selenoaminoácido
no proteico, es considerado por algunos autores como la forma más eficiente en su
efecto antioxidante y anti carcinogénico según el mecanismo que a continuación se
detalla en la Figura 15:
Figura 15. Reacción catalizada por-liasa en la que se obtiene metilselenol por
ruptura de la SeMeSeCys
En esta parte del trabajo se evaluó la capacidad antioxidante de la SeMeSeCys en 
células de hepatoma humano Hep G2 sometidas a estrés oxidativo mediante el agente
oxidante tert-butil hidroperóxido (t-BOOH). Para ello se evaluaron distintos
parámetros bioquímicos: liberación de lactato deshidrogenasa, determinación de
especies reactivas de oxígeno, determinación de los niveles de glutation reducido y
malondialdehído y se realizaron medidas de la actividad de la glutation peroxidasa y
glutation reductasa, dos enzimas con un papel importante en la defensa antioxidante.
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Para ello, las células se sometieron por un lado a un tratamiento con SeMeSeCys
y por otro a un pretratamiento que implica la administración conjunta a las células del
oxidante t-BOOH y SeMeSeCys. De esta forma es posible realizar la evaluación del
comportamiento de la SeMeSeCys frente a los parámetros bioquímicos en
comparación con las células control y el efecto antioxidante del compuesto de Selenio
frente al efecto del estresante t-BOOH.
Al tratar las células únicamente con SeMeSeCys y evaluando distintos
parámetros biológicos, se puede concluir que esta especie no causa daño celular,
manteniendo así la integridad celular.
Por otra parte, la especie SeMeSeCys fue capaz de proteger a las células del daño
oxidativo provocado por el t-BOOH. 
Una vez evaluado el efecto antioxidante de la SeMeSeCys y con el fin de conocer
su mecanismo de actuación se procedió a realizar estudios de especiación de Se con el
fin de elucidar posibles transformaciones de la SeMeSeCys original durante el proceso
de exposición en las células. 
Previa a la exposición, se cuantificó el contenido total del Se en las células para
poder observar diferencias en la asimilación de dicho elemento, tanto en las células
tratadas como en las pretratadas con SeMeSeCys (primeramente se tratan con
SeMeSeCys y luego son sometidas a un estrés con t-BOOH). La primera opción que se
pensó para medir el contenido total de selenio fue mediante el empleo del ICP-MS
después de someter a las muestras una digestión por microondas. A continuación se
muestra una Tabla con algunos de los valores que se obtuvieron empleando el ICP-MS
como técnica para la medida del contenido de selenio total:
Tabla 6: Concentración de los distintos isótopos de selenio82Se (ng/g) 77Se (ng/g) 78Se (ng/g)Trat 100 µMSeMeSeCys 16,17 48,865 213,505 Pretrat 100 µMSeMeSeCys 2,425 31,175 197,33 
Examinando la Tabla anterior se desprende que, los isótopos de selenio están
interferidos puesto que las concentraciones de selenio empleando distintos isótopos
dan como resultado diferentes concentraciones de selenio. Esto puede ser debido al
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empleo de PBS (tampón fosfato salino) en el tratamiento de las muestras, ya que el
PBS es un regulador de fosfato salino que contiene cloruro sódico, fosfato sódico,
cloruro de potasio y fosfato de potasio. Tanto el cloruro como el fósforo son
interferentes de los isótopos 77 y 78 del selenio, según la siguiente Tabla:
Tabla 7: Interferencias de los isótopos de selenio
I Interferencias sotopo de selenio Abundancia (%) 
74 0.89 38Ar36Ar+, 37Cl2+, 40Ar34S+ , 74Ge+ 
76 9.37 40Ar36Ar+ , 40Ar36S+ , 31P214N+ , 38Ar2+, 76Ge+ 
77 7.63 40Ar37Cl+ , 40Ar36ArH+, 38Ar2H+, 40Ar37Cl+ 
78 23.77 40Ar38Ar+ , 78Kr+ , 31P216O+ 
80 49.61 40Ar2+ , 79BrH+
82 8.67 40Ar2H2+, 82Kr+, 40Ar42Ca+, 81BrH+, 12C35Cl2,
34S16O3+, 81BrH+ 
Las interferencias provocadas por el cloruro y el fósforo conllevan a una 
sobreestimación de los valores de Se, ya que los isótopos 77 y 78 según la Tabla 6 da
unos valores más elevados de concentraciones que el isótopo 82.
Por el motivo anterior se tuvo que emplear una metodología alternativa para la
medida de selenio total cuantificándolo por generación de hidruros- fluorescencia
atómica (HG-AFS), previa reducción con HCl 6M a 95oC para convertir el selenio
procedente de la digestión por microondas en Se (IV), que es la única especie capaz de
formar hidruros. Las concentraciones finales de Se en las células permanecieron
relativamente constantes independientemente de la dosis de selenio suministrada
Tabla 8), lo que posiblemente se deba a la existencia de mecanismos de saturación.
Conley y col. encontraron que tenían lugar mecanismos de saturación cuando se
suministraba selenio a las células en las misma dosis403. 
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Tabla 8: Concentración de Selenio total en las células Hep G2Muestras Concentración de Se total(µg/L)
Tratamiento con 10 µM SeMeSeCys 13.2 ± 0.2 
Tratamiento con 100 µM SeMeSeCys 12 ± 1
Pretratamiento con 10 µM SeMeSeCys 12 ± 1
Pretratamiento con 100 µM SeMeSeCys 10 ± 2
aLos resultados están expresados como el valor medio ± desviación estándar, n=4 
La especiación de selenio se llevó a cabo mediante el acoplamiento HPLC-ICP-MS
previa hidrólisis enzimática de las células utilizando proteasa y sonda ultrasonidos,
puesto que este tratamiento se ha demostrado en anteriores trabajos que es un
método capaz de mantener la integridad de las especies de selenio. La SeMeSeCys se
trata de un aminoácido no proteico, por lo que el empleo de proteasa en la extracción
de la SeMeSeCys no es necesario. No obstante, en este estudio se empleó proteasa
por si la SeMeSeCys se hubiera transformado en especies que fueran capaces de unirse
a proteínas. Además de la proteasa, la digestión enzimática se realizó con la sonda de
ultrasonidos, gracias a la cual el tiempo necesario para el tratamiento de las muestras
se reduce drásticamente, pasando de 24 h, que es el tiempo necesario para una
hidrólisis enzimática empleando un baño de ultrasonidos, hasta tan solo dos minutos.
La separación y posterior detección por ICP-MS se llevó a cabo en la columna de
intercambio iónico PRP-X100, caracterizada por su gran versatilidad y eficiencia de
separación. La retención de las especies iónicas depende de tres variables como son; la 
fuerza iónica, el pH, y la naturaleza del intercambiador iónico.
Los patrones utilizados fueron: Selenocistina (SeCys2) Selenometilselenocisteína 
(Se-MeSeCys), Se (IV), Selenometionina (SeMet), Se (VI) y -Glutamil-
Selenometilselenocisteína (-Glutamil-Se-MeSeCys), cuyos tiempos de retención, son:
2.35, 3.1, 3.8, 5.5, 8.2 y 10.3 min., respectivamente. 
En el análisis de los extractos celulares y tanto en las células pretratadas como en
las tratadas solo apareció un único pico identificado como SeMeSeCys, indicando así
que no se produce biotransformación de la SeMeSeCys en el interior de la célula.
Paralelamente se llevó a cabo la especiación de selenio en los medios de cultivo,
porque podría ocurrir que la SeMeSeCys se transformara en el interior de la célula y
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esa nueva especie fuese desorbida encontrándose presente en el medio de cultivo. Los
resultados demostraron la única existencia de SeMeSeCys.
La correcta identificación de las especies es uno de los problemas de la
especiación. Una identificación inequívoca de las especies no solo debe basarse en
tiempos de retención sino que deben aplicarse cromatografías alternativas. Para ello la
especiación de Selenio en las células se realizó, también, por cromatografía de fase
inversa. Se empleó la columna de fase inversa Phenomenex C-18.
La especiación de Se en las células con esta columna cromatográfica puso de
manifiesto la presencia de un único pico correspondiente a SeMeSeCys, lo que
manifiesta la identificación inequívoca de la especie. 
2.2 SELENIO COMO AGENTE PROTECTOR CONTRA LA TOXICIDAD PROVOCADA PORMETILMERCURIO 
Para el estudio de la interacción selenio-mercurio, lo primero a decidir fue en
qué tipo de modelo (muestras) se iba a estudiar dicha interacción. Se escogió el cultivo
celular Hep G2, puesto que en la presente Tesis ya se habían llevado a cabo estudios
de la toxicidad del mercurio y la esencialidad del selenio en este tipo de muestras.
A la hora de decidir que especies de selenio y mercurio estudiar, se decidió
continuar con el metilmercurio, puesto que es el compuesto empleado en todos los
artículos aquí presentados en los que se aborda la temática del mismo, además los
compuestos orgánicos de mercurio son más tóxicos que el mercurio inorgánico.
Respecto al selenio, y aunque ya se había estudiado el efecto de la Se-MeSeCys, se
decidió incluir otros compuestos más: SeCys y SeMet, debido que estos
selenoaminoácidos tienen un papel fundamental en el organismo. SeMet sirve como 
almacén de selenio en las proteínas, puesto que es capaz de sustituir a la metionina.
Mientras que la SeCys es un aminoácido codificado genéticamente y que se encuentra
en el sitio activo de varias selenoproteínas con propiedades antioxidantes. Se
descartaron por completo las formas inorgánicas de selenio ya que suelen
considerarse más tóxicas que las especies orgánicas. 
Antes de empezar los tratamientos de las distintas especies de selenio con el 
metilmercurio, se evaluó si los compuestos de selenio por si solos producían daño
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celular, y se observó que tratando las células con SeMet, SeCys y SeMetSeCys a varias
concentraciones (0-50 µM) durante 24 horas no provocaron cambios en la viabilidad
celular. 
Una vez visto que los compuestos de selenio no producen efectos tóxicos a las 
dosis suministradas, el siguiente aspecto importante a tratar fue el tipo de tratamiento
de las especies de selenio y el metilmercurio en las células. En este trabajo se
administraron conjuntamente, lo que parece ser habitual a la hora de estudiar el
antagonismo mercurio-selenio. 
Las dosis elegida del mercurio fue en base al estudio previo “Molecular
mechanisms of methylmercury-induced cell death in human HepG2 cells. Food Chem.
Toxicol. 48 (2010) 1405-1411”, donde se observó que la dosis de 8 µM MeHg a las 24
horas afectaba de manera drástica a la viabilidad celular, disminuyendo el porcentaje
de células vivas y produciendo necrosis celular. Así pues, las células fueron co-tratadas
con MeHg 8 µM y las distintas especies de selenio (SeMet, SeCys y SeMeSeCys) en
concentraciones dentro del intervalo 1-25 µM durante 24 horas, para evaluar el efecto
protector de estos compuestos frente al MeHg y se pudo concluir que la SeCys fue la
especie que produjo una mayor protección. La dosis elegida de SeCys para los ensayos
posteriores fue 10 µM, cercana a la estequiometria 1:1 de Se:Hg, que es la relación que
se ha postulado en multitud de trabajos para la protección del selenio frente al
mercurio.
En el presente estudio se a evaluaron parámetros relacionados con el estrés
oxidativo (ROS) y mecanismos de defensa antioxidantes (como por ejemplos los niveles
de GSH) ya que uno de los mecanismos de protección del selenio que se postulan es la
prevención del daño oxidativo producido por el mercurio y además son parámetros
que han sido estudiados en el trabajo previo “Molecular mechanisms of
methylmercury-induced cell death in human HepG2 cells. Food Chem. Toxicol. 48
(2010) 1405-1411”. SeCys fue capaz de contrarrestar el aumento de ROS y la
disminución de los niveles de GSH provocados por el MeHg, lo que concuerda con lo
obtenido en uno de los estudios de la presente Tesis "Selenium methylselenocysteine
protects human hepatoma HepG2 cells against oxidative stress induced by tert-butyl
hydroperoxide. Anal. Bional. Chem. 389 (2007) 2167-2178" donde se pone de
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manifiesto que los compuestos de selenio son eficaces a la hora de combatir el estrés
oxidativo.
En los distintos artículos publicados durante el transcurso de esta
Tesis:“Molecular mechanisms of methylmercury-induced cell death in human HepG2
cells. Food Chem. Toxicol. 48 (2010) 1405-1411”, "Differential protein expression of
hepatic cells associated with MeHg exposure: deepening into the molecular
mechanisms of toxicity. Anal. Bional. Chem. 404 (2012) 315-324" y "Analysis of
protein expression in developmental toxicity induced by MeHg in zebrafish. Analyst
137 (2012) 5302-5311" se pone de manifiesto que la toxicidad del mercurio está
relacionada con el fenómeno de apoptosis. El cotratamiento con SeCys retrasa en el
tiempo el aumento de la capasa-3 y los miembros de la familia Bcl-2, indicando así que
es capaz de proteger a las células de la apoptosis inducida por MeHg. Además 
proteínas relacionadas con las rutas de proliferación y supervivencia como son las
quinasas activadas por mitógenos (MAPKs), en concreto ERK, se vio activada en
presencia de SeCys. 
Sería interesante como continuación de este trabajo y para corroborar los
resultados obtenidos, el realizar experimentos empleando SILAC, tal y como se hizo en
el artículo publicado "Differential protein expression of hepatic cells associated with
MeHg exposure: deepening into the molecular mechanisms of toxicity. Anal.
Bional.Chem. 404 (2012) 315-324" y ver que proteínas resultan alteradas durante el 
cotratamiento de SeCys y MeHg.
Además de lo anterior, estudios de especiación aportarían también información 
adicional de la interacción Se y Hg, ya que se postula que el selenio es capaz de
transformar el MeHg en formas menos tóxicas (como Hg inorgánico) o también se
habla de los compuestos de Se-Hg como forma de detoxificación. Para todo lo anterior,
se podría haber utilizado una cromatografía en la que se detectaran de forma
simultánea compuestos de selenio y mercurio, como por ejemplo el método
cromatográfico empleado en el trabajo “Bioaccumulation and transformation of
methylmercury and selenite using zebrafish (Danio Rerio) larvae as a model". Talanta





       
     
       
            
          
   
      
       
 
       
        
 
     
 








    
 


















Columna: Symmetry shield RP 18 (150 x 3.9 mm, 5 µm)F. movil : 0,1 % HFBA 0,1% Fórmico, 2%MeOH, 10 mM CisteínapH: 2,11Flujo: 1mL/min
SeMet
Figura 16. Separación cromatográfica de especies de selenio y mercurio de forma simultánea
2.3  BIOACUMULACIÓN EMPLEANDO LARVAS DE PEZ CEBRA
A parte del estudio del selenio como protector contra el estrés oxidativo y/o 
agentes tóxicos, uno de los artículos publicados durante la presente
Tesis(“Bioaccumulation and transformation of methylmercury and selenite using
zebrafish (Danio Rerio) larvae as a model". Talanta 89 (2012) 169-177”), trató el
tema de la bioacumulación de selenio. El motivo de incluir el selenio, a la vez que se
estudió el mercurio, en el mencionado artículo, está relacionado con la idea de
emplear los peces cebra como modelos para determinar los factores de
bioacumulación, y para asegurar que son una buena alternativa al test de la OECD 305
se deben testar distintas sustancias químicas, con distintas propiedades. 
De hecho, en la presente Tesis solo se estudió la bioacumulación del selenito y
del metilmercurio, pero en el grupo de investigación se han realizado estudios con
diferentes sustancias química, como son:
-Metales y metaloides: metilmercurio, selenito, tributilestaño, arsenito
-Nanopartículas: de plata y de titanio
-Compuestos orgánicos: pesticidas (clorpirifos, dicofol, atracina), PAHs
(antraceno y fluoreno), policlorobifenilos (PCB 104) y microbiocidas (triclosán) 
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Aunque la bioacumulación no es una característica muy conocida de los
compuestos de selenio, es importante estudiar sus BCF ya que pueden llegar a
provocar efectos tóxicos si se encuentran en elevadas concentraciones.
Las larvas se incubaron con Se (IV), puesto que las especies inorgánicas de
selenio son las más abundantes y biodisponibles en los sistemas acuáticos. Las
concentraciones de selenio elegidas fueron 10 µg L-1 y 1 µg L-1 respectivamente, sin
llegar así a alcanzar el 1% del valor de LC50 (8.6 mg L-1) que es lo que dicta el test de la
OECD 305.
Tal y como se hizo con el mercurio en el mismo artículo, se trató de optimizar un
método para la extracción de las especies de selenio, y sólo un 77% del selenio pudo
ser extraído e identificado como selenito. Por ello, para calcular los BCFs se realizó una
digestión ácida para conseguir extraer el selenio en su totalidad. Los BCFs obtenidos en
este estudio, 60-74 para larvas expuestas a 10 µg L-1 y 354 para 1 µg L-1, concuerdan
con resultados previamente publicados (35-1850). Estos resultados han permitido
demostrar la aplicabilidad del modelo empleando larvas de pez cebra como una
alternativa prometedora al test de OECD 305.
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Las conclusiones más relevantes de esta Tesis doctoral se resumen a
continuación:
- La incubación de células HepG2 con 2 mg L-1 de MeHg genera una situación de estrés
oxidativo responsable de la activación de las señales de muerte celular primero por
apoptosis (a tiempos cortos de incubación), siendo la mitocondria la principal parte de
la célula afectada. Además el incremento de los niveles de ROS provocado por el
metilmercurio produce una disminución de los niveles de glutation reducido. Asimismo
largos tiempos de exposición a MeHg producen no solo una gran disminución de los
niveles de glutation reducido sino también daño a la membrana, ambos fenómenos
relacionados con la muerte celular por necrosis.
- El empleo de la técnica de SILAC en las células HepG2 tratadas con MeHg y el
fraccionamiento celular (separación de la mitocondria del citosol) para disminuir la
complejidad de la muestra, permitió corroborar los resultados anteriores e identificar
las proteínas relacionadas con la toxicidad del MeHg: 17% de las proteínas estaban
relacionadas con el fenómeno de apoptosis, otras estaban relacionadas con
desordenes neurodegenerativos y también se identificaron proteínas relacionadas con
el aumento de los niveles de ROS.
- La aplicación de la técnica iTRAQ como herramienta proteómica cuantitativa a larvas
de pez cebra expuestas a MeHg, y en combinación con tres técnicas de separación (IEF,
SCX y fase inversa) proporcionó una importante mejora en la identificación de
proteínas afectadas por el efecto del MeHg. De los resultados se observó que hay un
mayor número de proteínas diferencialmente expresadas, en las larvas tratadas con 25
µgL-1de MeHg. Las proteínas alteradas están relacionada con el desarrollo embrionario
(hatching enzyme 1b, ZPA domain containing protein isoform 2, zona pellucida
glycoprotein 3-like) y algunas otras con el estrés oxidativo (heat shock protein HSP 90-
alpha 1, major vault protein). Dichos resultados fueron corroborados 
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 mediante análisis histológicos de dichas larvas. 
- Por otra parte, se desarrolló un método rápido y sencillo para la extracción
cuantitativa de mercurio en muestras de pescados basado en el uso de hidrólisis ácidas
(7 M HCl) y enzimáticas (15 mg proteasa XIV más 2.5% (v/v) 2-mercaptoetanol),
combinado con el empleo de una micro-sonda focalizada de ultasonidos. Se demostró
la integridad de las especies de mercurio durante todo el proceso de extracción 
permitiendo el análisis de micromuestra (5 mg), aspecto sumamente útil en aquellos
casos aquellos en que la disponibilidad de muestra es limitada o en el caso de los 
análisis de larvas de pez cebra. 
- El empleo de las larvas de pez cebra como posible modelo alternativo al Test de
Bioconcentración OECD 305 proporcionó resultados de BCFs (para Se (IV) y MeHg)
concordantes con los datos publicados en la bibliografía utilizando otros modelos
mucho más complejos y costosos, lo que conlleva a pensar que las larvas de pez cebra
podrían ser una buena alternativa en los ensayos de bioconcentración.
- La evaluación de distintos parámetros bioquímicos en células de hepatoma expuestas
únicamente a SeMeSeCys puso de manifiesto que esta especie no causa daño celular,
manteniendo así la integridad celular. Los resultados obtenidos demostraron además
el papel protector del compuesto SeMeSeCysfrente al daño oxidativo ocasionado en
las células cuando estas eran expuestas al t-BOOH. 
- La especie selenocisteina (SeCys) fue capaz de contrarrestar el aumento de ROS y la
disminución de los niveles de GSH provocados por el MeHg.El cotratamiento de las
células de MeHg con SeCys origina un retraso en el tiempo del aumento de la capasa-3
y los miembros de la familia Bcl-2, indicando así que es capaz de proteger a las células
de la apoptosis inducida por MeHg. Además, proteínas relacionadas con las rutas de
proliferación y supervivencia como son las quinasas activadas por mitógenos (MAPKs),
en concreto ERK, se vio activada en presencia de SeCys.
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Glosario de términos 

GLOSARIO DE TÉRMINOS
2-DE electroforesis en gel de dos dimensiones
ADN ácido desoxirribonucleico
AFS espectroscopía de fluorescencia atómica
AKT serina/treonina quinasa
Apaf-1 factor activador de proteasas apoptóticas-1   
AQUA cuantificación absoluta de proteínas
ASE extracción acelerada con disolventes
B bioacumulables
Bad bcl-2 Associated Death
Bax proteína X asociada a Bcl-2  
BCF factor de bioconcentración
Bcl-2  factor 2 del linfoma de células B
BH dominios de homología Bcl-2
BN "blue Native"
CBB azul brillante de Coomassie
CE electroforesis capilar
CNIO Centro Nacional de Investigaciones Oncológicas
CV-AAS espectroscopia de absorción atómica con vapor frío
CV-AFS espectroscopía de fluorescencia atómica con vapor frío
dATP desoxiadenosina trifosfato 
DEGS-PS poliester de succinato de dietilenglicol
DI iodotironina deiodinasa
DIGE electroforesis diferencia en gel
DIN nebulización directa
DISC complejo de señalización inductor de muerte
DMDSe dimetildiselenuros
DMSe dimetilselenuros





   
   




   
  







   
 
  








   





ECD detector de captura electrónica
ERK quinasa regulada extracelularmente
ESI-MS espectrometría de masas con ionización por electrospray
ET-AAS espectrometría de Absorción Atómica por Atomización Electrotérmica
EtHg etilmercurio
FADD factor Asociado al Dominio de Muerte
FIA análisis por inyección en flujo
GC cromatografía de gases












HPLC cromatografía líquida de alta eficacia
HSP proteínas de choque térmico  
ICAT marcaje de afinidad codificado por isótopos
ICP-AES espectroscopía de emisión atómica con plasma acoplado inductivamente
ICPL marcaje proteico codificado por isótopos
ICP-MS espectrometría de masas con plasma acoplado inductivamente
IEF isoelectroenfoque
iTRAQ marcaje isobárico para cuantificación relativa y absoluta
JNK quinasa N-terminal de c-Jun 
LC50 concentración letal 50
LDH lactato deshidrogenasa
MAEE extracción enzimática asistida por microondas
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MALDI desorcion/ionizacion laser asistida por la matriz




MIP-AES espectroscopía de emisión atómica con plasma inducido por microondas
MS/MS espectrometría de masas en tándem
MudPIT tecnología multidimensional de identificación de proteínas
NADH nicotinamida adenina dinucleótido reducida
NADPH nicotinamida adenina dinucleótido fosfato reducida
nB no bioacumulables
OECD TG 305 test para la determinación de la bioconcentración de las sustancias químicas en peces
p38-MAPK quinasa activada por mitógeno p38
PBS tampón fosfato salino
PBT persistente, bioacumulativa y tóxica
PDKs quinasas dependientes de fosfatidilinositol





PLE extracción con líquidos presurizados 
PMF huella peptídica
PQD disociación de Q pulsada
QF-AAS espectroscopia de absorción atómica con célula de cuarzo. 
QSAR relaciones Cuantitativas Estructura-Actividad
RDA dosis diaria recomendada
REACH Registro, Evaluación y Autorización de Productos Químicos 
RMN resonancia magnética nuclear
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SCX cromatografía de intercambio catiónico
SDS dodecilsulfato sódico 
SDS-PAGE electroforesis en gel de poliacrilamida con dodecil sulfato sódico
SEC cromatografía de exclusión molecular
SeCys selenocisteína





SIDA síndrome de inmunodeficiencia adquirida
SILAC marcaje con isótopos estables mediante aminoácidos en cultivos celulares
SOD superóxido dismutasa
SPE extracción en fase sólida





TNF factor de necrosis tumoral




UL consumo máximo tolerable
USP sonda de ultrasonidos focalizada
vB muy bioacumulables
VIH virus de la inmunodeficiencia humana
vPvB muy persistente y muy bioacumulativa
XIAP proteína inhibidora de apoptosis ligada a X
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